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RESUME 
UTILISATION DU RIBOZYME DELTA POUR EVALUER LES FONCTIONS 
SPECIFIQUES DES PROPROTEINE CONVERTASES DANS UN CONTEXTE 
CELLULAIRE NORMAL OU PATHOLOGIQUE 
FRANCOIS D'ANJOU, Departement de pharmacologic, Faculte de medecine et des 
sciences de la sante, Universite de Sherbrooke 
These presentee a la Faculte de medecine et des sciences de la sante en vue de l'obtention 
du grade de Philosophiae Doctor (Ph.D.) 
Chez les cellules de mammifere, une famille de sept proteases appelees 
proproteine convertases (PCs) joue un role important dans le maintien de l'homeostasie 
generale. En effet, par leur action catalytique a des paires d'acides amines basiques, ces 
enzymes activent une multitude de precurseurs proteiques situes dans les voies de 
secretion cellulaires. Par cette action, les PC transforment ces precurseurs en proteines ou 
peptides biologiquement actifs qui rempliront une panoplie de roles physiologiques. 
Generalement, un type cellulaire co-exprimera une combinaison de PCs qui lui sera 
propre, plutot qu'une seule PC. Considerant que le motif minimal de reconnaissance 
essentiel au processus de clivage est partage par plusieurs PCs, il est difficile de 
comprendre la specificite fonctionnelle de ces enzymes co-localisees. De plus, des 
variations dans le patron d'expression des PCs ont ete associees a certains etats 
pathophysiologiques, comme le cancer, l'Alzheimer ou 1'arthrite. Ainsi, nos travaux 
demontrent 1'existence de fonctions specifiques pour deux membres de cette famille 
d'enzymes, PC2 et PACE4 dans des contextes cellulaires differents, soit dans les cellules 
neuroendocriniennes pancreatiques de souris (3TC-3 et dans les cellules tumorales de 
prostate humaines DU145. Plus particulierement, la reduction de l'expression de PC2 est 
associee a une maturation deficiente de differents precurseurs proteiques, alors que la 
reduction de PACE4 est associee a une diminution de la proliferation des cellules 
cancereuses ciblees. Finalement, ces travaux exposent pour la premiere fois que le 
ribozyme delta est un nouvel outil d'inhibition moleculaire efficace chez les cellules de 
mammifere. 
1 
INTRODUCTION 
1. Les proteases 
Les premieres compilations issues du projet genome humain classifient environ 
2% des 30,585 sequences du proteome humain comme des proteases, soit entre 500 et 
600 proteines (PUENTE et al, 2003, SOUTHAN 2001). Une protease (peptidase, 
proteinase ou enzyme proteolytique) est definie comme une enzyme qui hydrolyse un ou 
plusieurs liens peptidiques dans une proteine ou un peptide. Ces enzymes peuvent etre 
classifies sur la base de leur mecanisme catalytique, c'est a dire selonTacide amine ou 
le cofacteur implique dans la reaction hydrolytique au site actif. On retrouve done les 
proteases a aspartate, a serine, a threonine, a cysteine et les metalloproteases (PUENTE 
et al, 2003). Plus recemment, Alan Barrett et ses collegues (BARRETT et al, 2001) ont 
propose un systeme de classification des proteases plus detaille base sur les similarites 
structurales dans les domaines structuraux responsables de l'activite catalytique 
(MEROPS database). Ce regroupement classifie, par exemple, les proteases a serine en 
differentes families, selon la similarite de leurs sequences primaires. Les families 
peuvent a leur tour etre subdivisees en clans, selon certaines similarites (provenant 
generalement de la structure tertiaire), suggerant ainsi une evolution a partir d'un meme 
ancetre (figure 1). 
L'implication cle des proteases dans un grand eventail de processus biologiques, 
tels que la regulation du cycle cellulaire, la croissance et la differentiation, la maturation 
d'antigene, l'angiogenese; de meme que leur implication dans differentes maladies, 
incluant l'Alzheimer, le cancer et 1'inflammation en font des cibles therapeutiques de 
2 
Classes 
Metallo 
Aspartate 
Cysteine 
Serine 
Threonine 
Glutamate 
Families 
Trypsine 
Chymotrypsine 
(FamilleSl) 
Subtilisine 
(Famille S8) 
Clan SB 
Subtilisine 
(bacteries) 
Kexine 
(levures) 
Sous-families 
Sous-famille A: 
Thermitase 
NARC-1 
Proteinase K 
Pyrolysine 
Aerolysine 
SKI-1 
Sous-Famille B: 
Furine 
PACE4 
PC2 
PCI/3 
PC5/6 
PC4 
PC7 
Figure 1. Classification des proteases du genome avec emphase sur les PCs. 
Classification basee sur la base de donnees MEROPS (http://merops .Sanger.ac .ukA. qui 
utilise une classification basee sur la structure des proteases. Les enzymes similaires au 
niveau de leur sequence sont regroupees dans une meme famille. Les membres d'une 
famille qui sont homologues sont regroupes dans le meme clan. Finalement, les clans 
peuvent egalement etre divises en sous-families regroupant des peptidases proches au 
niveau hierarchique (Adapte de (SEIDAH et al., 2006)). 
3 
choix (HOOPER 2002). Cependant, il est souvent difficile de determiner les fonctions 
specifiques d'une protease donnee, considerant la specificite large de plusieurs de ces 
enzymes par rapport a la reconnaissance de leur substrat. Ainsi, il a ete propose que le 
concept de «une protease, une localisation tissulaire, un inhibiteur endogene, un 
substrat » serait l'exception plutot que la regie. Ainsi, la specificite d'action ne serait pas 
uniquement reliee aux proprietes intrinseques de 1'enzyme, mais egalement associee a la 
co-localisation avec son substrat dans un tissu, un type cellulaire, un compartiment 
cellulaire ou a stade de developpement precis (SOUTHAN 2001). 
Considerant 1'importance des proteases dans l'homeostasie de l'organisme, il est 
capital de comprendre leurs roles dans un contexte physiologique. Ceci est 
particulierement vrai pour les proteases impliquees dans la generation de molecules 
responsables de maintenir un tel etat d'equilibre, les proproteine convertases. 
2. Les proproteine convertases (PCs) 
2.1 Origine et nomenclature 
De par son complexe reseau de communication interne, l'organisme est capable 
de controler ses activites a plusieurs niveaux en reponse a differents stimuli. Les 
hormones font parties de ces reseaux de communication a titre de messagers chimiques. 
La fine regulation de leur synthese est importante afin de controler leur relache, et de ce 
fait, leurs effets. Les recherches issues de la decouverte, en 1967, que l'insuline etait 
produite a la suite du clivage d'un precurseur (STEINER et al., 1967) nous indiquent 
que la plupart des hormones et des proteines derivent de precurseurs inactifs de plus haut 
4 
poids moleculaire. Ce n'est qu'apres une proteolyse limitee a des sites basiques que ces 
precurseurs se verront attribuer une activite biologique. Ainsi, il est possible de generer 
une multitude de produits polypeptidiques, aux fonctions potentielles distinctes, a partir 
d'une seule proproteine (SEIDAH et CHRETIEN 1999). 
Ce n'est qu'en 1989, suite a la decouverte d'une enzyme homologue a la kexine, 
nominee furine, que les enzymes de maturation proteolytique chez les mammiferes 
furent identifiees (FULLER et al, 1989, JULIUS et al, 1984, ROEBROEK et al, 
1986). En raison de la grande homologie de leur domaine catalytique avec celui de la 
subtilisine, une protease a serine bacterienne, ces enzymes furent nominees subtilisin-
like proprotein convertases (PCs) (ROUILLE et al, 1995). A ce jour, sept genes 
distincts, codant chacun pour leur enzyme (et leurs differentes isoformes), ont ete 
identifies (tableau 1). Ainsi, les enzymes furine (PACE; paired amino acids converting 
enzyme) (FULLER et al, 1989), PC2 (SMEEKENS et STEINER 1990), PC 1/3 
(SEIDAH et al., 1992), PACE4 (KIEFER et al., 1991), PC4 (NAKAYAMA et al, 
1992), PC5/6 (NAKAGAWA et al, 1993) et PC7 (LPC; lymphoma proprotein 
convertase, ou PC8) (SEIDAH et al, 1996) constituent la famille des PCs homologues a 
la kexine de levure. II existe deux autres PCs distinctes de la categorie precedente: SKI-
1/SP1 {subtilisin/kexin-like isoenzyme-1 ou Site-1 protease) et NARC-1/PCSK9 (neural 
apoptosis-regulated convertase-1 ou proprotein convertase subtilisin kexin 9). Elles 
furent recemment identifiees et sont apparentees respectivement a la pyrolysine et a la 
proteinase K (SEIDAH et al, 2006) (figure 1). De par leur nature distincte des sept 
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Nom du gene 
(humain) 
PCSK3 
PCSK1 
PCSK2 
PCSK6 
PCSK4 
PCSK5 
PCSK7 
Enzyme 
Furine 
PCI/3 
PC2 
PACE4 
PC4 
PC5/6 
PC7 
Noms alternatifs 
PACE, PCI, SPC1 
PCI, PC3, SPC3 
SPC2 
SPC4 
SPC5 
PC5, PC6, SPC6 
PC8, LPC, SPC7 
Tableau 1. Nomenclature des PCs. 
Nomenclature officielle des sept membres de la famille des PCs accompagnee du nom des 
genes correspondants et des noms alternatifs retrouves dans la litterature. LPC, lymphoma 
proprotein convertase; PACE, paired basic amino acids-converting enzyme; PCSK, 
proprotein convertase subtilisin/kexin type; SPC, subtilisin-like (or subtilase-like) proprotein 
convertase (Adapte de (FUGERE et DAY 2005)). 
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autres PCs derivant de la kexine et dans un souci d'alleger le texte, les enzymes SKI-1 et 
PCSK9 ne feront pas l'objet d'une description plus approfondie dans cette these. 
2.2 Structure et activation 
2.2.1 Domaines structuraux 
D'un point de vue biochimique, les PCs possedent toutes la meme triade 
catalytique caracteristique des proteases a serine soit: 1'aspartate, l'histidine et la serine, 
en plus d'etre dependantes du calcium et du pH pour leur activation a partir de leur 
precurseur enzymatique (proenzyme) (ROCKWELL et THORNER 2004, STEINER 
1998, VON EGGELKRAUT-GOTTANKA et BECK-SICKINGER 2004). La 
specificite de substrat, l'efficacite catalytique et la localisation intracellulaire de chaque 
enzyme sont associees aux domaines structuraux uniques a chaque enzyme. Tous les 
membres de cette famille enzymatique ont des structures N-terminales similaires, alors 
que leurs domaines C-terminaux different grandement (BERGERON et al., 2000) 
(figure 2A). L'architecture structurale des PCs, a partir du N-terminal, est constitute: (f) 
d'un peptide signal essentiel a l'entree de la proenzyme dans les voies de secretion 
cellulaire via le reticulum endoplasmique rugueux (RER); (if) d'un prodomaine de 80-90 
residus qui agit a titre de chaperone intramoleculaire pour faciliter le transport, le 
repliement et la regulation de l'activite enzymatique; (Hi) d'un domaine catalytique 
contenant un site actif responsable de la reconnaissance selective du substrat (par sa 
structure mais egalement par la presence d'un site de liaison du Ca2+) et de son 
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Figure 2. Domaines structuraux des PCs. 
A. Comparaison de 1'architecture des PCs avec la subtilisine bacterienne et la kexine de 
levure. PC5/6 est exprime sous deux isoformes issus de l'epissage alternatif du meme 
gene. Le nombre de residus composant les PCs humaines est indique. B. Structure de la 
furine et description de ses domaines structuraux (Adapte de (FUGERE et DAY 2005, 
MOLLOY e? a/., 1999)). 
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clivage subsequent (HENRICH et al., 2005); (z'v) d'un domaine P, qui est une unite 
structurale independante essentielle pour le maintien de la cohesion structurale de 
l'enzyme et la reconnaissance du substrat en interagissant avec le domaine catalytique 
(HENRICH et al, 2003, ROCKWELL et THORNER 2004), mais egalement 
implique dans la regulation de la stabilite, de la dependance au calcium et au pH de 
l'enzyme (ZHOU et al., 1998); finalement, (v) le cinquieme domaine des PCs, le 
domaine C-terminal, est hautement variable d'une enzyme a l'autre (figure 2B). II peut 
contenir un domaine transmembranaire, des motifs de triage intracellulaire et/ou des 
regions riches en cysteines ou en serines/threonines impliquees dans des interactions 
proteine-proteine a la surface cellulaire (NOUR et al., 2005) ou dans la matrice 
extracellulaire (TSUJI et al, 2003). 
2.2.2 Biosynthese 
La figure 3 demontre la voie d'activation de la furine, qui est similaire pour les 
autres PCs, a l'exception de PC2. Brievement, apres sa translocation dans le RER, la 
preprofurine est clivee au niveau du peptide signal, generant la prof urine. Cette derniere, 
en presence de calcium, effectue un clivage autoproteolytique a la jonction du 
prodomaine et du site catalytique, liberant ainsi le prodomaine, qui demeure associe a 
l'enzyme au niveau du site catalytique. Ce clivage est essentiel pour la sortie de 
l'enzyme du RER vers l'appareil de golgi (trans-golgi network, TGN). De plus, le 
prodomaine est essentiel a la formation d'enzyme catalytiquement active et agit 
egalement comme puissant auto-inhibiteur. Une fois dans le TGN, 1'acidification de 
l'environnement permet un clivage autoproteolytique du prodomaine, toujours associe 
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Figure 3. Voie d'activation de la furine. 
L'activation de la furine est constitute d'une serie de clivages autoproteolytiques. Suite au 
clivage du peptide signal (non montre), il y a clivage du prodomaine dans l'environnement 
neutre du reticulum endoplasmique au site de clivage primaire (arginine 107). L'enzyme, 
associee a son prodomaine, transite vers l'environnement acidifie du TGN, ou un second 
clivage autoproteolytique est realise (arginine 75 du prodomaine). Ce second clivage 
permet le relargage du prodomaine et procure la pleine activite enzymatique de la furine, 
qui agira a differents sites. TGN, trans-golgi network; tm, temps de demi-vie (Adapte de 
(MOLLOY e? a/., 1999)). 
10 
au site catalytique de 1'enzyme, a un site secondaire. Ce clivage secondaire libere le 
prodomaine du site catalytique, permettant par le fait meme a 1'enzyme d'effectuer des 
clivages en trans, c'est-a-dire sur divers substrats. Cette derniere etape d'activation est 
effectuee dans differents compartiments cellulaires, dependamment des conditions de 
pH et de calcium specifiques a chaque PC. Ainsi, chaque convertase devient 
fonctionnelle une fois rendue dans le bon compartiment cellulaire. 
Tel que mentionne precedemment, la biosynthese de PC2 active est differente de 
celle des autres PCs (BERGERON et al., 2000). En effet, des sa synthese dans le RER, 
la proPC2 s'associe rapidement avec une proteine neuroendocrinienne, 7B2, qui permet 
sa sortie du RER. L'expression de 7B2 est necessaire au transport, au repliement et a 
l'activation de PC2. La proteine 7B2 est bi-fonctionnelle, avec une partie N-terminale 
agissant comme chaperonne essentielle au repliement correct de PC2 et une partie C-
terminale qui agit comme inhibiteur specifique a PC2. Ce n'est qu'une fois rendue dans 
le TGN que la molecule 7B2 sera scindee en deux par une PC, probablemeht la furine, 
liberant ainsi le fragment C-terminal qui s'inserera dans le site catalytique de PC2. Une 
fois rendue dans un environnement fortement acidifie, soit le TGN tardif ou les granules 
de secretion immatures, le clivage par PC2 a un site interne du fragment C-terminal de 
7B2 liberera le site catalytique de PC2, completant ainsi l'activation de 1'enzyme. 
2.3 Specificite de clivage 
Lorsque Ton compare la specificite des substrats clives par les PCs avec ceux 
clives par d'autres proteases a serine telle que la trypsine, il est evident que ces dernieres 
sont beaucoup moins specifiques, compte tenu de leur role joue dans la degradation 
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proteique. De leur cote, les PCs sont des enzymes hautement specifiques clivant 
uniquement des precurseurs proteiques a des acides amines charges positivement, soit en 
carboxy-terminal de residus Arg ou Lys (FUGERE et DAY 2002, ROCKWELL et 
al., 2002). Le motif general de reconnaissance est: (Lys/Arg)-(X)n-(Lys/Arg) J,, ou X est 
n'importe quel acide amine excepte une cysteine et n = 0, 2, 4 ou 6. De facon plus 
precise, les PCs coupent en C-terminal de substrats avec : une Arg en Px, une Arg ou une 
Lys en P2, P4 et/ou P6 (ou les residus en N-terminal du site de clivage (j) sont designes 
P t, P2, P3, etc.; alors que ceux en C-terminal sont designes P / , P 2 \ P 3 \ etc.) 
(SCHECHTER et BERGER 1967). La presence d'Arg a l'une ou l'autre de ces 
positions augmente l'efficacite de clivage. La position P3 peut etre occupee par des 
acides amines basiques ou hydrophobes. Ces regies generates varient d'une enzyme a 
l'autre, puisque certaines PCs sont capables d'accommoder dans leur site catalytique des 
residus non basiques en P4 ou P6, ou meme de tolerer une Lysine en Pj. De plus, les 
residus en C-terminal du site de clivage (P / , P2') ou ceux plus distants en N-terminal 
(P6, P7) semblent egalement avoir une importance pour l'efficacite catalytique de 
l'enzyme. En resume, les motifs de reconnaissance minimaux des enzymes sont de 
mieux en mieux compris, mais les particularites des substrats donnant une specificite de 
clivage pour l'une ou l'autre des PCs sont encore peu connues. 
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2.4 Distribution 
2.4.1 Distribution subcellulaire 
La distribution des PCs a fait l'objet de plusieurs etudes depuis leur decouverte 
(tableau 2; (BERGERON et al, 2000, SEIDAH et CHRETIEN 1999)). En analysant 
la distribution subcellulaire des PCs, il est possible de les classifier en trois groupes 
distincts (SEIDAH et al., 2006). Tout d'abord, (?) les PCs associees aux membranes 
sont la furine, PC5/6-B et PC7. L'action catalytique de ces PCs prendra place autant 
dans le TGN, a la surface cellulaire ou dans les endosomes. Les determinants 
moleculaires regissant ces deplacements d'un compartiment a l'autre sont situes sur la 
queue cytosolique de ces enzymes associees aux membranes (THOMAS 2002). De plus, 
il a ete observe que la furine (DENAULT et al, 2002) et la PC5/6-B (NOUR et al, 
2005) peuvent etre relarguees de la surface cellulaire par un clivage par des 
metalloproteases associees a la membrane, telles les ADAMs (a disintegrin and a 
metalloproteases). (ii) Les enzymes PC5/6-A et PACE4 affichent quant a elles un 
domaine riche en cysteines qui les retient a la surface cellulaire via des interactions avec 
des proteines presentes, telles les TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) 
(NOUR et al., 2005). Ces deux enzymes agiront done autant a la surface cellulaire que 
dans le TGN et les endosomes. (Hi) Finalement, les enzymes associees a la voie de 
secretion regulee, PC2 et PCI/3 (et plus rarement PC5/6-A), sont retrouvees dans les 
granules de secretion. Leur action catalytique permet done de cliver des hormones 
peptidiques avant leur relachement, suite a un stimulus externe (SEIDAH et al., 1999). 
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Enzyme 
Furine 
PCI/3 
PC2 
PACE4 
PC4 
PC5/6-A 
PC5/6-B 
PC7 
Localisation subcellulaire 
TGN, endosomes, surface cellulaire 
Granules de secretion, TGIM 
Granules de secretion 
TGN, surface cellulaire 
ND 
Granules de secretions, TGN, surface 
cellulaire 
TGN 
TGN 
Distribution tissulaire 
Ubiquiste, a des niveaux d'expression 
variables 
Systeme neuroendocrinien 
Systeme neuroendocrinien 
Large (neuroendocrinien et non-
neuroendocrinlen) 
Cellules germinales des testicules et des 
ova ires 
Large (neuroendocrinien et non-
neuroendocrinien) 
Large (avec des niveaux eleves dans le 
tractus gastro-intestinal et le cortex 
surrenalien) 
Ubiquiste, avec des niveaux d'expression 
eleves dans les tissus lympho'fde 
Tableau 2. Distribution generate des PCs. 
Localisation subcellulaire et tissulaire des differentes PCs. ND, non disponible; TGN, 
trans-golgi network (Adapte de (BERGERON et al., 2000, THOMAS 2002)). 
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2.4.2 Distribution tissulaire 
Le portrait general de distribution tissulaire des PCs demontre que les cellules 
n'expriment pas une seule PC, mais plutot une combinaison distincte et variable 
d'enzymes. Ce fait est bien illustre par l'observation de la distribution des ARNm des 
differentes PCs dans le cerveau de rat, ou les PCs ont un patron d'expression distinct qui 
s'entrecoupe d'une region a l'autre (figure 4). Ce point important amene l'hypothese que 
les PCs pourraient afficher des fonctions specifiques dans certains cas, alors qu'une 
redondance fonctionnelle est suspectee dans d'autres cas. L'expression des PCs est 
egalement regie de facon temporelle, ajoutant un autre niveau de complexity aux 
fonctions des PCs. Par exemple, l'expression de PC 1/3 et PC2 est augmentee dans 
differents tissus immunitaires de rats stimules au lipopolysaccharide, suggerant une 
adaptation des PCs exprimees en reponse a differentes situations (LANSAC et al., 
2006). 
De facon generale (tableau 2), les enzymes furine et PC7 ont une distribution 
tissulaire large, voire ubiquiste pour la furine. L'enzyme PC5/6-B semble etre restreinte 
au systeme digestif et au cortex surrenalien. Les enzymes PC2 et PC 1/3 ont une 
distribution unique aux cellules ayant le phenotype neuroendocrinien (contenant des 
granules de secretion). De leur cote, PACE4 et PC5/6-A ont une distribution large, etant 
exprimees autant dans des cellules endocriniennes que non-endocriniennes. L'enzyme 
PC4 a une expression restreinte aux cellules germinales ovariennes et testiculaires 
(BERGERON et al., 2000). 
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Figure 4. Hybridation in situ des ARNm des PCs sur des coupes sagittales 
adjacentes de cerveau de rat. 
Autoradiogramme de la distribution distincte de l'ARNm des PCs dans le cerveau de 
rat. 3V, troisieme ventricule; 4V, quatrieme ventricule; Acb, nucleus accumbens; AD, 
noyau thalamique anterodorsal; AO, noyau olfactif anterieur; CA3, champ pyramidal 3 
de la corne d'Ammon; Ce, cervelet; Cx, cortex cerebral; DG, gyrus dente; Hy, 
hypothalamus; IC, colliculus inferieur; Icj, tlots de Cajleja; LS, septum lateral; LV, 
ventricule lateral; Olf, bulbe olfactif; PCL, couche de cellules de Purkinje; PF, noyau 
thalamique parafasciculaire; Pn, noyau pontein; S, subticulum; SC, colliculus superieur; 
Th, thalamus; Tu, tubercule olfactif (Adapte de (BERGERON et al., 2000)). 
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2.5 Fonctions biologiques 
2.5.1 Mecanisme d'action 
Tel que mentionne precedemment, les PCs sont des proteases hautement 
specifiques clivant les proproteines en C-terminal de sites specifiques constitues 
d'acides amines charges positivement. Cette maturation proteolytique s'effectue dans 
l'une ou l'autre des voies de secretion retrouvees dans les cellules eucaryotes, soit la 
voie de secretion dite constitutive ou regulee. En plus d'impliquer directement les PCs, 
la sequence d'evenements menant a la generation de proteines actives inclue egalement 
Taction d'exopeptidases appelees carboxypeptidases (KEMMLER et al., 1973). Ces 
dernieres vont retirer les residus charges nouvellement exposes en C-terminal de la 
proproteine clivee, lui conferant ainsi sa pleine activite biologique. II a ete demontre que 
la carboxypeptide E (CPE) etait 1'enzyme responsable de cette etape chez les cellules 
neuroendocriniennes en agissant au niveau de leurs granules de secretion (FRICKER et 
al., 1991). Par la suite, la carboxypeptidase D (CPD), un homologue de la CPE, a ete 
identifie pour son role dans la maturation de proteines empruntant la voie de secretion 
constitutive (DONG et al., 1999). Finalement, plusieurs peptides actifs subissent une 
autre modification post-traductionnelle : l'amidation de leur glycine en C-terminal. Cette 
modification est realisee par une enzyme appelee PAM (peptidylglycine alpha-
amidating monooxygenase) et augmenterait la stabilite et l'affinite de ces peptides pour 
leur recepteur (EIPPER et al, 1992). 
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2.5.2 Substrats physiologiques 
Le tableau 3 regroupe une panoplie de substrats potentiels des PCs. On retrouve 
parmi ceux-ci des facteurs de croissance, des facteurs de transcription, des hormones, 
des neuropeptides, des recepteurs, des proteines plasmatiques ou de la matrice 
extracellulaire, des toxines bacteriennes et des glycoproteines virales. De par leur 
diversite, on constate rapidement 1'importance des PCs dans le maintien de 
l'homeostasie des cellules eucaryotes. 
La plupart de ces precurseurs ont ete identifies par analyse de leur sequence 
primaire d'acides amines, par essais de clivage in vitro et/ou a l'aide de modeles 
cellulaires (co-expression enzyme-substrat, lignees cellulaires deficientes en une PC) ou 
animaux (de type knock-out) (NAKAYAMA 1997, SEIDAH et CHRETIEN 1999). 
Toutes ces proproteines ont une caracteristique commune : elles contiennent un ou 
plusieurs sites basiques susceptibles d'etre clives par une ou plusieurs PCs. Ainsi, 
1'identification de la ou les PC(s) physiologique(s) responsable(s) de la maturation d'un 
substrat donne demeure difficile. Par exemple, un substrat physiologique pourrait etre 
localise avec une PC particuliere, et non avec l'ensemble les PCs capables d'effectuer 
son clivage in vitro. C'est le cas du PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating 
polypeptide) dont le precurseur, proPACAP, peut etre clive par PC2 et PC 1/3 lorsque co-
exprimes dans la lignee de cellules hypophysaires de rat GH4C1 (LI et al., 1999). Cette 
observation permet d'expliquer la presence de neuropeptides issus de ce precurseur dans 
les noyaux supraoptiques et paraventriculaires de l'hypothalamus de rat. Cependant, 
proPACAP est egalement exprime dans les cellules germinales de testicule de rat, ou 
aucune expression de PCI/3 et PC2 n'est observee. En effet, dans ces cellules c'est 
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Sequence des sites de clivagc Sequence des sites de cliva^e 
Proteines serlques 
Atbumine 
Facteur von Willebrand 
Hormones 
Endotheline-1 
Hormone paralhyroidicnne 
Insulinc 1 
2 
Gaslrine 
Metalloproteineases de la matrice 
Stromelysine-3 1 
2 
MTl-MMP 1 
2 
MT2-MMP 1 
2 
MMP-1 
MMP-2 
ADAM9 
ADAM10 
ADAM12 
ADAM17 (TACE) 
ADAM-TS2 1 
2 
ADAM-TS4 
Integrlnes 
Integrine «3 
Integrine c.4 
Integrine e*5 
Integrine c.6 
Integrine av 
P, 
R 
S 
L 
K 
T 
G 
A 
S 
R 
A 
N 
W 
R 
V 
T 
L 
L 
A 
V 
G 
R 
P 
P 
H 
H 
N 
H 
P, 
G 
H 
R 
S 
P 
s 
s 
L 
N 
M 
V 
M 
R 
M 
M 
L 
L 
R 
H 
V 
R 
R 
Q 
V 
H 
S 
L 
P, 
V 
R 
R 
V 
K 
L 
H 
R 
R 
R 
R 
K 
R 
K 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
I 
Q 
R 
I 
P, 
F 
S 
S 
K 
T 
Q 
H 
P 
Q 
R 
R 
R 
R 
Q 
K 
R 
K 
H 
V 
T 
M 
A 
R 
S 
Q 
K 
T 
P, 
R 
K 
K 
K 
R 
K 
R 
P 
K 
P 
K 
P 
K 
P 
P 
R 
K 
K 
K 
R 
R 
K 
R 
K 
K 
K 
K 
P,l 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
P', 
D 
S 
c 
s 
E 
G 
Q 
c 
F 
C 
Y 
C 
Y 
C 
C 
A 
T 
E 
R 
A 
H 
F 
Q 
s 
E 
E 
D 
P'. 
A 
L 
S 
V 
A 
I 
L 
G 
V 
G 
A 
G 
A 
O 
G 
V 
T 
T 
A 
A 
A 
A 
L 
T 
A 
I 
L 
Facteurs de croissance 
TOF-pi 
IGF-1 
IGF-2 
PDGF-A 
VEGFC 
FGF-23 
EGF 1-
2-
Recepteurs aux facteurs de croissance 
Recepteur a l'insuline 
Recepteur a l'IGF-1 
Recepteur a I'HGF 
Toxines bacteriennes 
Anligene de protection da Bacillus anrhracis 
Toxine de la diphterie 
Exotoxine A dtPseudomonas aeruginosa 
Toxine Shigella 
Glycoproteines virales 
Hemaggluunine (HA) de l'influenza H5N1 
GlycoproteineB du cytomegalovirus 
Glycoproteine de l'^bola Zaire 
GlycoproteineB du cytomegalovirus 
Glycoproteine du virus epslein-bar 
Glycoprotdne 160(gpl60)du VIH-1 
P, 
S 
P 
P 
P 
H 
P 
H 
K 
P 
P 
E 
N 
G 
R 
A 
R 
T 
G 
T 
L 
V 
P, 
s 
A 
A 
I 
S 
R 
H 
W 
S 
E 
K 
S 
N 
H 
S 
R 
H 
R 
H 
R 
Q 
P, 
R 
K 
K 
R 
I 
R 
Y 
W 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
P, 
H 
S 
S 
R 
I 
H 
S 
E 
K 
K 
K 
K 
V 
Q 
V 
K 
T 
T 
T 
R 
E 
P, 
R 
A 
E 
K 
R 
T 
V 
L 
R 
R 
K 
K 
R 
P 
A 
K 
R 
R 
R 
R 
K 
P.J 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
P1, 
A 
S 
D 
S 
S 
s N 
H 
S 
D 
S 
S 
s 
G 
M 
G 
S 
E 
S 
D 
A 
P'. 
L 
V 
V 
I 
L 
A 
S 
A 
L 
V 
T 
T 
V 
W 
A 
L 
T 
A 
T 
A 
V 
Tableau 3. Exemples de proproteines contenant Ie motif de reconnaissance des PCs. 
Les residus en N-terminal du site de clivage (j) sont designes P,, P2, P3, etc.;alors que ceux 
en C-terminal sont designes P,', P 2 \ P 3 \ etc. MMP, matrix metalloproteinase; MT-MMP, 
membrane-type matrix metalloproteinases; ADAM, a disintegrin and a metalloprotease; 
ADAM-TS, a disintegrin and a metalloprotease with thrombospondin motif, TGF-(3, 
transforming growth factor beta; IGF, insulin-like growth factor; PDGF, platelet-derived 
growth factor; VEGF, vascular endothelial growth factor; FGF, fibroblast growth factor; 
EGF, epithelial growth factor; HGF, hepatocyte growth factor. Note: le prefixe pro n'a pas 
ete ajoute aux proteines pour alleger le texte (Adapte (KHATIB et ah, 2002, MOLLOY 
et al., 1999)). 
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plutot 1'enzyme PC4 qui effectue la maturation de proPACAP (LI et al., 2000). Cet 
exemple illustre bien le concept de co-localisation enzyme/substrat pour un type 
cellulaire donne, ajoutant ainsi un niveau de complexity a 1'etude des roles 
physiologiques des PCs. 
Un autre facteur a considerer dans 1'etude des PCs est la redondance possible de 
plusieurs PCs co-localisees avec le meme substrat. Par exemple, une etude utilisant des 
souris inactivees pour le gene de la furine (dans le foie uniquement) a demontre une 
redondance complete pour la maturation du recepteur a l'insuline (ROEBROEK et al., 
2004). Ce resultat est en contradiction avec une etude anterieure qui demontre le role 
essentiel de cette convertase pour ce clivage, comme en temoigne 1'absence de 
maturation du recepteur a l'insuline dans une lignee cellulaire deficiente en furine 
(ROBERTSON et al., 1993). Par contre, un peu plus tard, une autre etude mettait en 
evidence le concept de redondance des PCs en observant un clivage partiel du recepteur 
a l'insuline chez ces lignes deficientes en furine en co-transfectant de la PACE4 (SUCIC 
et al., 1999). Cette prise en charge par une autre PC ou, le travail complementaire de 
plusieurs PCs pour un meme substrat est done un phenomene possible qui necessite une 
meilleure comprehension. 
Une meilleure comprehension des fonctions specifiques et des possibles 
redondances des PCs est particulierement importante dans un eventuel contexte 
therapeutique. En effet, les PCs etant potentiellement impliquees dans differentes 
pathologies, il sera essentiel de connaitre quelle(s) enzyme(s) devra etre ciblee pour un 
traitement donne (par exemple lors d'infections bacteriennes ou virales). De plus, 
1'expression des PCs pouvant etre modifiee dans certains etats pathophysiologiques, le 
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concept de redondance devra etre encore mieux compris, afin d'evaluer si le ciblage des 
enzymes surexprimees sera suffisant pour obtenir l'effet voulu. 
2.5.3 Pathologies associees aux PCs : exemple du cancer 
La grande diversite de substrats clives (voir tableau 3) par les PCs suggere qu'un 
dereglement du fonctionnement normal de ces enzymes peut entrainer de graves 
consequences pour 1'organisme. Par exemple, les PCs ont ete associees a certaines 
maladies neurodegeneratives, tel que Alzheimer (TAYLOR et al., 2003), a l'arthrite 
(ARNER 2002) ou a 1'hypertension (SCHIFFRIN et TOUYZ 1998). C'est dans cette 
optique que des etudes tentant de relier la progression tumorale, impliquant un 
dereglement des mecanismes autocrins/paracrins associes a la division cellulaire, et les 
PCs ont debute. En effet, l'hypothese voulant qu'une hausse de l'activite des PCs puisse 
contribuer a la hausse de production de certains facteurs de croissance (et/ou de leurs 
recepteurs) associee a cet etat pathophysiologique a ete proposee (figure 5). De plus, 
1'implication directe ou indirecte des PCs dans 1'activation de differentes 
metalloproteinases de la matrice (MMP, MT-MMP, ADAMs, ADAM-TS) et de 
certaines molecules d'adhesion (immunoglobulines, integrines, selectines) ne fait 
qu'appuyer l'hypothese que ces dernieres sont impliquees dans la progression tumorale 
(DE CICCO et al, 2007, KHATIB et al, 2002). 
Ainsi, une expression aberrante de furine fut observee dans une multitude de 
cancers tels que certains cancers du poumon (MBIKAY et al., 1997a), du sein (CHENG 
et al., 1997) et de la gorge (BASSI et al., 2001b). Des niveaux eleves des convertases 
PC2 et PC 1/3 furent quant a eux observes dans des tumeurs neuroendocriniennes comme 
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Figure 5. Representation schematique de l'implication des PCs dans la cascade 
d'evenements menant a la croissance tumorale et a la formation de metastases. 
Les PCs ont le potentiel d'activer directement ou indirectement plusieurs facteurs de 
croissance et leur recepteurs, et des cytokines qui favorisent la proliferation tumorale. De 
plus, l'activation de molecules d'adhesion module l'adhesion, l'invasion et la migration de 
cellules tumorales, favorisant subsequemment la formation de metastases. ADAM, a 
disintegrin and a metalloprotease; ADAM-TS, a disintegrin and a metalloprotease with 
thrombospondin motif (Adaipte de (KHATIB et al., 2002)). 
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des pheochromocytomes (KONOSHITA et al., 1994) ou des adenomes hypophysaires 
(JIN et al., 1999). L'etude de l'expression de PACE4 dans certains carcinomes de la 
peau a revele une surexpression de cette PC dans les lignees plus agressives. Cette meme 
etude demontre que l'ajout de PACE4 a des lignees cellulaires du cancer de la peau peu 
agressives les transforment en cellules au phenotype plus agressif (HUBBARD et al., 
1997). Un autre exemple de la contribution de PACE4 dans la progression tumorale 
nous provient d'une etude demontrant que la surexpression de cette enzyme permet de 
convertir des keratinocytes non-invasifs de souris en cellules cancereuses malignes 
(MAHLOOGI et al., 2002). Cette etude fut complemented d'une autre utilisant cette fois 
un modele de souris transgenique surexprimant PACE4 dans les keratinocytes. Ces 
dernieres ont affiche une plus grande susceptibilite a la carcinogenese et a la progression 
tumorale (BASSI et al., 2005b). Cependant, la contribution de PACE4 semble etre tissu-
specifique, puisqu'une etude sur des tumeurs solides de poumons a revele que les 
niveaux de PACE4 etaient reduits plutot qu'augmentes (MBIKAY et al., 1997a). 
L'implication de PC5/6 et PC7 dans la progression tumorale est pour le moment moins 
claire. Certains cancers du sein ont demontre un niveau eleve de PC7 mais pas de PC5/6 
(CHENG et al., 1997). A l'inverse, une augmentation de l'expression de PC5/6, et non 
de PC7, a ete observe dans des lignees cancereuses humaines du colon (ROVERE et al., 
1998). Contrairement aux autres PCs, il n'y a pas d'evidence impliquant PC4 a un 
phenotype tumoral j usqu' a maintenant. 
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2.6 Inactivation des PCs 
Plusieurs strategies ont ete elaborees pour inactiver 1'action des PCs dans 
differents modeles. Les buts de ces recherches se situent a deux niveaux: (f) le 
developpement d'inhibiteurs specifiques permettrait d'utiliser ces composes dans 
d'eventuelles therapies ciblant une ou plusieurs PCs et; (ii) le developpement de 
modeles cellulaires ou animaux permettrait d'identifier la (ou les) PC(s) 
physiologique(s) responsable(s) du clivage d'un substrat specifique ou d'un etat 
pathologique specifique. 
2.6.1 Inhibiteurs enzymatiques 
Considerant la selectivity de ces endoproteases pour les sites polybasiques, la 
principale strategic employee pour le developpement d'inhibiteurs enzymatiques contre 
les PCs consiste a cibler leur site catalytique a l'aide de courts peptides (FUGERE et 
DAY 2005). Cette strategic a permis de developper plusieurs inhibiteurs puissants, mais 
un manque de selectivite a egalement ete observe (figure 6). Ce manque de selectivite 
peut se reveler problematique, puisque les cellules expriment generalement plusieurs 
PCs. Done, 1'utilisation de tels inhibiteurs dans un contexte therapeutique impliquerait 
que plusieurs fonctions cellulaires, autres que la cible pharmacologique, pourraient etre 
touchees. Cependant, les nouvelles informations structurales et moleculaires obtenues 
des cristaux de la furine (HENRICH et al., 2003) et de la kexine de levure 
(HOLYOAK et al., 2003) ont permis de mieux comprendre le fonctionnement et la 
specificite des PCs (HENRICH et al., 2005). Par exemple, il a ete possible d'identifier 
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Figure 6. Puissance et specificite des inhibiteurs des PCs. 
Representation schematique de la puissance d'inhibiteurs peptidiques et polypeptidiques 
de PCs associees aux voies de secretion (a) constitutive (furine, PC5/6, PC7) et (b) 
regulee (PC2 et PCI/3). La puissance d'inhibition (echelle logarithmique) est 
representee par la moyenne des Kt determinee in vitro. Plus la valeur est faible, plus la 
puissance d'inhibition est elevee. Les diagonales indiquent que la puissance d'inhibition 
n'a pas ete determinee. AT-PDX, anti-trypsin Portland, PI8, proteinase inhibitor 8; 
Spn4, serine-protease inhibitor 4; CRES, cystatin-related epididymal spermatogenic 
protein (Adapte de (FUGERE et DAY 2005)). 
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les acides amines de la pochette catalytique impliques dans la reconnaissance du 
substrat. Ces informations ont revele que les sites accommodant les quatre premiers 
acides amines des substrats soht chimiquement equivalents ou semblables d'une PC a 
1'autre. Cependant, des differences s'observent pour les sites accommodant les residus 
suivants, indiquant que le developpement d'inhibiteurs specifiques est possible, a la 
condition qu'il tire profit de ces caracteristiques. 
D'autres inhibiteurs, de nature polypeptidiques, ont egalement ete developpes 
(FUGERE et DAY 2002, FUGERE et DAY 2005). Ceux-ci sont, par exemple, bases 
sur des inhibiteurs endogenes comme les prodomaines des PCs ou la proteine 
neuroendocrine 7B2. D'autres inhibiteurs polypeptidiques des PCs proviennent de 
modifications de divers inhibiteurs de proteases modifies pour cibler ces dernieres, tels 
que l'a rAt-PDX (cvantitrypsin-portland) ou des variants de l'egline C. L'avantage de 
ces inhibiteurs est qu'ils interagissent avec les PCs a des sites a l'exterieur du domaine 
catalytique, ce qui laisse entrevoir des modifications menant a une plus grande 
selectivity envers une PC precise. 
Ainsi, considerant les progres constants observes, d'eventuels inhibiteurs 
efficaces et selectifs seront disponibles pour les PCs. Par contre, la forte taille de certains 
d'entre eux (par exemple, l'al-AT-PDX a un poids moleculaire de 45 kDa) de meme 
que d'autres problematiques associees a leur demi-vie, leur pharmacocinetique ou leur 
voie d'administration ne sont que d'autres exemples des defis a surmonter afin de 
permettre un eventuel usage de ces molecules dans un contexte therapeutique. 
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2.6.2 Modeles cellulaires 
Dans le but de mieux comprendre les fonctions cellulaires des PCs, des modeles 
cellulaires furent utilises. Des etudes par co-infection cellulaire (PC + substrat potentiel) 
utilisant des virus Vaccinia recombinants furent initialement realisees (THOMAS et al., 
1988). Cependant, cette approche ne semble pas toujours representative de la realite, 
puisqu'une etude portant sur la maturation du proglucagon n'a pu demontrer 
l'implication de PC2 dans la generation du glucagon (DHANVANTARI et al, 1996), 
alors qu'elle fut prouvee par des etudes faites avec des souris transgeniques deficientes 
en PC2 (FURUTA et al., 1997). 
Ainsi, 1'utilisation de modeles alternatifs bases sur 1'expression deficiente d'une 
PC fut consideree. Par exemple, certaines lignees cellulaires affichent des mutations 
inactivant le gene de la furine. C'est le cas des lignees cellulaires LoVo (carcinome du 
colon humain (TAKAHASHI et al., 1995)) ou RPE.40 (cellules ovariennes de hamster 
chinois (CHO) deficiente en furine (SPENCE et al., 1995)). Ainsi, des experiences de 
transfection d'un substrat potentiel permettent d'evaluer le degre de redondance de 
clivage par les autres PCs presentes, ou de confirmer le clivage par 1'expression de la PC 
manquante. Bien qu'utile, la principale limitation de cette approche reside dans le fait 
que le substrat etudie est exprime dans un systeme non representatif du contexte 
physiologique dans lequel il est retrouve normalement. Cette limitation est bien exposee 
par la comparaison de la maturation de substrats tels que le recepteur de l'insuline 
(ROBERTSON et al., 1993) ou le LRP (low-density-lipoprotein receptor-related 
protein; (WILLNOW et al., 1996)) dont l'activation par clivage proteolytique, qui 
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semblait exclusive a la furine, s'est avere inchangee dans des souris transgeniques 
n'exprimant plus la furine dans le foie (ROEBROEK et al., 2004). 
Une facon de creer des modeles cellulaires plus fiables serait la creation de 
lignees cellulaires dont les niveaux d'expression d'une PC endogene sont reduits. En 
effet, plusieurs lignees cellulaires issues de differents tissus sont disponibles et bien 
caracterisees au niveau de l'expression des PCs endogenes (SEIDAH et al., 1994). 
Plusieurs etudes ont evalue 1'implication de differentes PCs dans la maturation de divers 
substrats par des strategies d'ARN antisens dans diverses lignees cellulaires (par 
exemple, la progastrine (SAWADA et al, 2000), le proglucagon (DHANVANTARI et 
al., 1996), la proenkephaline (JOHANNING et al., 1996) ou le proneuropeptide Y 
(PAQUET et al., 1996)). Plus recemment, une strategic d'ARN interference a permis de 
reduire les niveaux de PC5/6 de 50% dans les cellules STC-1 (cellules intestinales 
tumorales de souris). Cette baisse s'est accompagnee d'une augmentation de 
l'expression de PC2, suggerant un mecanisme compensatoire enclenche par la baisse 
d'expression de PC5/6 (REYNOLDS et al., 2006b). Bien qu'utiles, ces approches 
comportent certaines limitations, notamment au niveau de leur selectivite et de leur 
efficacite (voir section 3). 
2.6.3 Modeles animaux 
L'importance physiologique des PCs a ete evaluee a l'aide de souris 
transgeniques de type KO (knockout; (SCAMUFFA et al., 2006)). Les phenotypes 
observes suggerent une redondance fonctionnelle dans certains cas, soit plusieurs PCs 
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Souris KO Phenotype 
Furine 
PCI/3 
PC2 
PACE4 
PC4 
PC5/6-A 
PC7 
Letalite embryonnaire aux jours elO.5-11.5 
Letalite pre- et post-natale 
Nanisme 
Diarrhee legere chronique 
Croissance post-partum retardee 
Hypoglycemic 
Defauts de maturation de peptides endocriniens 
Phenotypes variables incluant: 
Letalite embryonnaire aux jours el3.5-15.5 
Malformations cardiaques, des sinus et 
craniofaciales 
Fertilite reduite 
Mortalite embryonnaire aux jours e4.4-7.5 
Pas de phenotype signale 
Tableau 4. Resume des phenotypes observes chez les souris KO pour les PCs 
KO, knockout (Adapte de (SCAMUFFA et al., 2006, TAYLOR et al., 2003)). 
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pour un meme substrat, mais suggerent egalement que certains precurseurs sont clives 
specifiquement par une PC (tableau 4). 
L'inactivation de la furine (ROEBROEK et al., 1998) et de PC5/6 
(ESSALMANI et al., 2006) entraine la mortalite des embryons de souris aux jours 
embryoniques elO.5-11.5 et e4.5-7.5, respectivement. Ces phenotypes indiquent le role 
essentiel de ces enzymes dans le developpement. Cependant, la generation d'une souris 
inactivee pour la furine de facon conditionnelle au foie revele que cette derniere n'est 
pas essentielle a la survie des cellules hepatiques puisque aucun effet secondaire n'a ete 
note apres l'induction du systeme d'inactivation genetique (ROEBROEK et al., 2004). 
Ainsi, il existe une redondance dans le clivage des substrats de la furine dans le foie 
mature, mais la mort embryonnaire des souris KO completement inactivees pour la 
furine souligne son role essentiel au stade embryonnaire. La nature des substrats affectes 
par cette inactivation genetique de la furine pointe vers certains facteurs de croissance tel 
que les membres de la famille du TGF-|3 {transforming growth factor |3; (DUBOIS et 
al., 2001)) et certaines molecules d'adhesion telles que l'integrine ct4 (BERGERON et 
al., 2003a) et VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule (KHATIB et al., 2002)) qui 
seraient responsables des malformations observees chez les embryons. 
Les embryons KO pour PACE4 demontrent une similarite a ceux des souris KO 
pour la furine, mais seulement -25% de ces embryons. meurent avant la naissance aux 
jours el3.5-15.5 (CONSTAM et ROBERTSON 2000). Cette similarite suggere que 
la furine et PACE4 auraient la possibilite de cliver certains substrats similaires, mais de 
fagon exclusive. De plus, certains embryons demontrent de severes malformations 
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craniofacial differentes de celles retrouvees chez les embryons KO pour la furine, 
illustrant la specificite d'action de PACE4 lors du developpement. 
Les souris KO pour PC2 (FURUTA et al, 1997) et PC 1/3 (ZHU et al., 2002b) 
sont viables. Par contre, 40% des embryons PC 1/3 KO meurent avant la naissance et un 
40% de plus meurt dans les 6 jours apres la naissance. Les deux lignees de souris KO 
(PC2 et PC 1/3) demontrent une dysfonction dans la maturation de divers neuropeptides 
et hormones. Par exemple, les souris PC2 KO affichent une hypoglycemic chronique 
reliee a une maturation deficiente de la proinsuline et du proglucagon (FURUTA et al., 
1998) alors que le souris PC 1/3 KO affichent une maturation partielle de la proinsuline 
seulement (ZHU et al., 2002a). Ces etudes exposent bien le concept de redondance, ou 
deux enzymes peuvent effectuer le clivage d'un meme substrat (par exemple la 
proinsuline), alors que d'autres semblent plus exclusifs (par exemple le proglucagon). 
Les souris PC2 KO ont permis d'identifier d'autres sites de clivage exclusifs, notamment 
dans la proopiomelanocortine (POMC, (ALLEN et al., 2001)), la prodynorphine 
(BERMAN et al, 2000), la prosomatostatine (WINSKY-SOMMERER et al., 2003) et la 
procholecystokinine (REHFELD et al., 2002). Les souris PCI/3 KO affichent quant a 
elles un severe retard de croissance issu d'une maturation deficiente du proGHRH 
{growth hormone-releasing hormone), ayant pour consequence une diminution de la 
relache d'hormone de croissance par l'hypophyse (ZHU et al., 2002b). Une diminution 
significative de la maturation de l'AGRP (agouti-related protein) a recemment ete 
observee dans l'hypothalamus des souris PCI/3 KO (CREEMERS et al, 2006)). De 
recentes etudes ont egalement attribue a cette enzyme la maturation exclusive de 
plusieurs precurseurs du tractus gastro-intestinal menant a la generation de la ghreline 
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(ZHU et al, 2006), du GLP-1 (glucagon-like peptide 1; (UGLEHOLDT et al, 2004)) et 
de la GIF (glucose-dependant insulinotropic polypeptide; (UGLEHOLDT et al., 2006)). 
L'expression de PC4 etant restreinte aux cellules germinales ovariennes et 
testiculaires, l'inactivation du gene a entraine une fertilite reduite des souris PC4 KO 
(MBIKAY et al., 1997b). Les spermatozoi'des des souris PC4 KO sont moins efficaces 
pour fertiliser des oeufs in vitro et affichent certaines anomalies physiologiques meitant a 
une reduction de 50% de la capacite de lier les oeufs (GYAMERA-ACHEAMPONG et 
al., 2006). De plus, les ceufs fertilises sont moins viables du a une incapacite de se 
developper en blastocytes. A ce jour, un substrat specifique a PC4 dans les cellules 
germinales a ete identifie: Ie PACAP {pituitary adenylate cyclase-activating 
polypeptide), une hormone induisant la production de testosterone dans les testicules et 
d'hormones steroidiennes dans les ovaires (LI et al., 2000). De fortes concentrations de 
PACAP sont normalement retrouvees dans les spermatozoi'des, suggerant un role 
important dans la fertilite. 
Contrairement aux autres souris KO, les souris inactives pour le gene de PC7 
n'affichent aucim phenotype apparent (CONSTAM et al., 1996). Cette absence de 
phenotype est surprenante considerant 1'expression ubiquiste de cette enzyme a tous les 
stades du developpement embryonnaire. A la lumiere des resultats actuels, PC7 serait 
impliquee dans la maturation de substrats non essentiels ou serait marquee par une 
redondance complete, via d'autres PCs co-exprimees, pour les substrats essentiels au 
developpement. 
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2.6.4 Patients humains 
Trois cas de deficience de PCI/3 chez l'humain furent rapportes jusqu'a 
maintenant (FAROOQI et al, 2007, JACKSON et al., 1997, JACKSON et al., 
2003b). Dans tous les cas, les sujets etaient porteurs de mutations prevenant la formation 
d'enzyme active. Les phenotypes associes a cette deficience sont divers et incluent 
l'obesite, l'hyperphagie, l'hypogonadisme accompagne d'amenorrhee, 
l'hypoadrenalisme, 1'hypoglycemic accompagnee d'hyperproinsulinemie et un 
malfonctionnement gastro-intestinal menant a des diarrhees persistantes. Ces deficiences 
seraient le fruit d'une maturation anormale de diverses prohormones, incluant la 
proinsuline, la POMC, la proGnRH (progonadotropin-releasing hormone) et certaines 
hormones du tractus gastro-intestinal associees a 1'absorption dans le petit intestin, telles 
que la prograstrine et le proglucagon. Done, tout comme les souris PCI/3 KO, les 
humains avec une deficience en PC 1/3 affichent une difficulte dans la maturation de 
certaines prohormones. Cependant, des differences sont observables entre les deux 
modeles : l'obesite et l'amenorrhee sont uniques aux humains, alors que le nanisme est 
unique aux souris. En conclusion, ces differents modeles confirment l'importance de 
PCI/3 dans la production d'hormones et de neuropeptides. 
2.7 Perspectives d'etude des PCs 
Tel que decrit precedemment, la totale comprehension des roles physiologiques 
des PCs necessitera encore beaucoup d'efforts. Plusieurs modeles d'etude sont 
actuellement disponibles, que ce soit au niveau des lignees cellulaires, des animaux 
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transgeniques ou des patients humains. Cependant, ces modeles presentent tous des 
avantages et des limitations. 
Les lignees cellulaires permettent de travailler avec un type cellulaire precis, de 
controler son environnement et de le manipuler au besoin. Cependant, elles ne sont pas 
integrees dans un systeme complexe que represente un animal. Les animaux 
transgeniques offre l'avantage d'obtenir une inhibition complete de l'expression du gene 
cible et de mesurer les consequences dans un contexte physiologique. Par contre, 1'etude 
chez un type cellulaire precis peut etre difficile, malgre qu'elle soit necessaire dans 
certains cas. De plus, 1'inhibition de certains genes entraine la mort embryonnaire 
(exemple souris KO pour la furine ou PC5/6), sans parler des investissements en temps 
et en argent necessaires a la generation de tels animaux. Finalement, les differences 
parfois observees entre especes (exemple souris PCI/3 KO versus humains avec 
deficience en PCI/3) indiquent que 1'extrapolation des observations faites chez la souris 
devrait etre remise en question. II est done important d'utiliser des modeles d'etude 
humains si on envisage de cibler les PCs dans une eventuelle therapie. 
3. Les outils moleculaires ciblant l'ARNm 
3.1 Les technologies antisens 
Compte tenu que les sujets humains avec des deficiences en PCs sont limites a 
PCI/3, l'utilisation de lignees cellulaires humaines constitue une alternative interessante. 
De plus, considerant revolution des technologies d'inactivation de l'expression 
genetique ciblant l'ARNm (figure 7), il sera possible de creer des modeles d'etude forts 
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utiles pour etudier les roles des PCs dans differents contextes (par exemple avec des 
lignees cancereuses ou endocriniennes). Ainsi, contrairement aux etudes de co-
expression PC-substrat, cette approche permettrait d'etudier les consequences de 
l'absence d'une PC endogene sur la maturation d'un substrat potentiel endogene. Ainsi, 
le degre de redondance issu de 1'expression des autres PCs presentes pourra etre mesure. 
3.1.1 Les oligodeoxynucleotides antisens 
Au cours des 25 dernieres annees, bon nombre d'etudes utilisant les technologies 
d'acides nucleiques antisens pour inhiber la fonction d'un gene cible furent publiees 
(SCHERER et ROSSI 2003). L'interet pour ces technologies a emerge au milieu des 
annees 80 par l'utilisation d'oligodeoxynucleotides (ODN) complementaires (antisens) a 
une portion d'ARNm issu d'un gene particulier. Le mecanisme par lequel l'ODN 
antisens bloque la fonction genetique varie en fonction du squelette chimique de la 
molecule. En effet, les ODN antisens charges negativement, comme les phosphodiesters 
ou phosphorothioates, induisent un clivage de la cible par le recrutement d'une enzyme 
endogene, la RNAseH. D'autres modifications chimiques du squelette empechent la 
traduction de l'ARNm cible en encombrant steriquement ce dernier, et ce sans recruter 
la RNAseH. Ceux-ci incluent, par exemple, les morpholinos ou les acides nucleiques 
peptidiques (KURRECK 2003). Apres constatation que les ODN phosphorothiotates 
antisens etaient absorbes par l'organisme et distribues aux organes et tissus 
peripheriques (CROOKE 2000), plusieurs etudes cliniques utilisant des molecules pour 
une panoplie de cibles furent entreprises (KURRECK 2003). Ainsi, un medicament, le 
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Figure 7. Representation schematique des differentes strategies antisens. 
Alors que les drogues conventionnelles s'attachent a une proteine specifique pour produire 
leurs effets, les approches antisens agissent quant a elles en complementarite avec I'ARNm 
codant pour la proteine d'interet. Ainsi, dependamment de la strategie, il y aura arret de 
traduction ou degradation de I'ARNm, empechant l'expression de la proteine ciblee. A 
noter que le ribozyme peut cliver plus d'une molecule d'ARNm cible, contrairement aux 
autres strategies. siRNA, small interfering RNA (Adapte (KURRECK 2003)). 
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Vitravene® (Fomivirsen) fut approuve pour traiter les retinopathies induites par le 
cytomegalovirus (CMV). 
3.1.2 Les ARN catalytiques 
La seconde vague d'interet pour les technologies antisens arriva a la fin des 
annees 80 avec le developpement d'ARN catalytiques (RNA enzymes ou ribozymes) 
capables de cliver de facon sequence specifique un autre ARN. Ges molecules 
autonomes catalysent le bris de liens covalents en absence complete de tout autre 
proteine. II existe plusieurs types d'ARN catalytiques : les introns du groupe I de 
Tetrahymena thermophila, la portion ARN de la RNAseP, les introns du groupe II des 
levures, des fungus et des mitochondries de plantes, les viroi'des de plante simple-brins, 
le virus de l'hepatite delta et un ARN satellite des mitochondries de Neurospora crassa. 
Ces evenements catalytiques sont impliques dans plusieurs processus biologiques 
essentiels comme l'epissage et la maturation de l'ARNm et la replication de genomes a 
ARN (PUERTA-FERNANDEZ et al., 2003). 
La classe des petits ARN catalytiques comprend differents types de molecules 
ayant des caracteristiques communes : leur faible taille, leur implication dans les 
processus de replication de genomes d'ARN dans lesquels ils sont integres et, 
finalement, leur mecanisme d'action catalysant le clivage de l'ARN. Cette reaction 
chimique s'effectue via une reaction de transesterification generant un 5'-hydroxyl et un 
2'-3'-phosphate cyclique en pH neutre et necessite la presence d'ions divalents, comme 
le Mg2+. Les trois ribozymes de cette classe sont subdivises selon leur structure 
secondaire : le hammerhead, le hairpin et le delta (figure 8). Bien qu'initialement 
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Figure 8. Representation schematique des trois principaux ribozymes. 
Les ribozymes hammerhead et hairpin sont deux petits ARN catalytiques derives de 
viroides infectant les plantes. Le ribozyme delta est issu du virus de l'hepatite delta, 
infectant les hepatocytes humains. Les sequences consensus impliquees dans la 
reconnaissance du substrat sont indiquees. \, site de clivage; N, nucleotides A, C, G ou 
U (Adapte (MERCURE et al., 1997)). 
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decouvert comme partie integrante d'un genome, et ainsi con§us pour cliver en cis, il a 
ete possible d'adapter ces motifs catalytiques pour un clivage en trans. Ainsi, les sites de 
reconnaissance de l'ARN cible, bases sur les lois d'appariement de Watson-Crick, sont 
devenus independants du domaine catalytique. Done, la specificite du ribozyme peut etre 
adaptee pour cibler n'importe quel ARN, y compris les ARNm. Actuellement, les 
ribozymes hammerhead et hairpin sont couramment utilises pour diminuer l'expression 
d'ARNm (LI et al., 2007, WEINBERG et al., 2007). De plus, certains ribozymes 
hammerhead inhibiteurs de l'angiogenese sont actuellement en phase d'etudes cliniques 
IetII(KURRECK2003). 
3.1.3 L'ARN interference 
La derniere explosion dans le monde des technologies antisens fut la decouverte 
a la fin des annees 90 du phenomene d'ARN interference chez C. elegans (FIRE et al., 
1998) et la decouverte de la composante active de la voie de l'ARN interference chez les 
cellules de mammifere, les small interfering RNA (siRNA ; (ELBASHIR et al., 2001). 
Chez les organismes inferieurs (par exemples les nematodes), de longues molecules 
d'ARN double brins sont clivees par l'enzyme Dicer en ARN de 21-23 nucleotides avec 
une extremite 3' saillante, et appeles siRNA. Ces siRNA sont ensuite incorpores dans un 
complexe proteique appele RISC (RNA-induced silencing complex), degradant ainsi 
l'ARN cible de fa?on sequence specifique et ATP dependant. Cependant, chez les 
cellules de mammifere, les longs ARN double brins (plus de 30 nt) sont susceptibles 
d'induire une reponse immunitaire innee. En effet, il semble que ces derniers induisent 
la voie de 1'interferon, un mecanisme cellulaire conserve combattant les pathogenes 
39 
viraux, par leur association avec la proteine kinase R (PKR), 1'enzyme 2'-5'-
oligoadenylate synthetase ou differents Toll-like receptors (TLRs). Cette activation de la 
reponse a 1'interferon mene a une diminution globale de la traduction et a une 
degradation globale de l'ARN chez la cellule. Cette reponse non-specifique semble etre 
reduite par 1'utilisation directe de siRNA ou de shRNA {short hairpin RNA), qui eux 
sont issus de vecteurs d'expression (AAGAARD et ROSSI 2007). Cependant, des 
precautions doivent etre prises pour eviter 1'activation de cette reponse non-specifique et 
ce, meme avec ces molecules plus courtes. En effet, certaines sequences retrouvees a 
l'interieur de siRNA semblent stimuler la reponse immunitaire innee, particulierement 
les regions riches en GC, exposant ainsi les limitations de cette approche pour un 
eventuel emploi dans un contexte therapeutique (MARQUES et WILLIAMS 2005). 
Cependant, malgre ces limitations, de nombreux exemples de haute efficacite de cette 
technique ont ete repertories chez des cellules en culture, alors que d'autres ont 
demontre des resultats positifs de siRNA injectes chez des animaux (KURRECK 2003). 
3.2 Comparaison des approches 
3.2.1 Efficacite 
Plusieurs exemples d'ODN antisens ou de siRNA ay ant un effet significatif sur 
les niveaux d'expression de leurs cibles sont repertories. Par contre, peu d'etudes 
comparent de fafon directe les deux approches pour une meme cible, voir un meme site 
chez des cellules de mammiferes. Une etude de 2003 permettait de comparer l'activite 
d'ODN antisens et de siRNAs pour 40 sites sur une meme cible. En general, 1'efficacite, 
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l'activite maximale et la duree d'action des deux approches etaient comparables. De 
plus, ce criblage systematique indique que 1'efficacite de ces methodes depend de 
l'endroit cible, et done de la structure secondaire et tertiaire de l'ARNm (VICKERS et 
al, 2003). Dans le meme sens, Miyagishi M. et al. ont compare 1'effet.de 5 ODN 
antisens avec 5 siRNA ciblant les memes sites. Cette fois, l'lQo d'un siRNA est 100 fois 
plus faible que l'ODN antisens ciblant le meme site (MIYAGISHI et al, 2003). Ces 
donnees contradictoires quant a 1'efficacite peuvent s'expliquer par l'utilisation de 
molecules non optimales dans la deuxieme etude. Malgre le developpement 
d'algorithmes pour 1'identification de sites potentiellement accessibles, la meilleure 
approche demeure encore l'essai de plusieurs sites. Par contre les algorithmes sont 
appeles a devenir plus fiables grace a de recentes publications suggerant que les 
proprietes thermodynamiques de 1'appariement des brins sens et antisens serait 
important dans le choix d'un site (KHVOROVA et al, 2003, SCHWARZ et al, 2003). 
Du cote de petits ARN catalytiques, il y a egalement beaucoup d'exemples 
demontrant l'inactivation specifique de 1'expression d'un gene chez des cellules en 
culture par les ribozymes hammerhead et hairpin (PUERTA-FERNANDEZ et al., 
2003). En effet, des exemples d'inhibition de la replication du virus de l'hepatite B par 
le ciblage de ces deux ribozymes sont rapportes. Ces deux memes ribozymes furent 
abondamment utilises pour cibler differents ARN issus du VIH. D'ailleurs, l'expression 
de tels ribozymes chez des lymphocytes issus de patients infectes avec ce virus 
augmente la duree de vie de ces cellules lorsque reintroduites chez ces patients 
(AMADO et al., 1999, WONG-STAAL et al, 1998). Cependant, pour une raison 
inconnue, l'effet benefique observe semble se dissiper une annee apres ce traitement 
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(SULLENGER et GILBOA 2002). Des ribozymes impliques dans le traitement de 
differentes maladies sont egalement repertories pour 1'Alzheimer, l'arthrite rhumatoide 
et le diabete. Pour ce qui est du ribozyme delta, peu de rapports font etat de son 
efficacite dans un contexte cellulaire. Le groupe de Kato et al. a demontre que malgre 
une activite 1000 fois plus faible qu'un ribozyme de type hammerhead pour une meme 
cible in vitro (mais ne ciblant pas le meme site), le ribozyme delta exhibait une activite 
equivalente a ce dernier dans des cellules de mammifere en culture (KATO et al., 2001). 
Ce resultat appuie le ribozyme delta quant a sont fort potentiel comme outil d'inhibition 
genetique lorsque exprime de facon transitoire a 1'aide d'un vecteur d'expression base 
sur des promoteurs utilisant TARN polymerase III. Par contre, dans une etude 
subsequent^, le meme groupe tenta, sans succes, d'introduire directement des ribozymes 
delta sous forme d'ARN (jusqu'a 100 nM) dans des cellules HeLa S3 (carcinome 
cervical humain) (MIYAGISHI et al, 2003). De son cote, Al-Anouti F. et al. a 
demontre en 2002 que le ribozyme delta pouvait etre efficace lorsque exprime dans le 
parasite intracellulaire obligatoire Toxoplasma gondii (AL-ANOUTI et 
ANANVORANICH 2002). 
3.2.2 Specificite 
Malgre leur grande popularity, les approches antisens basees sur les ODN ou les 
siRNA ne semblent pas aussi specifiques qu'initialement propose. Par exemple, une 
evaluation de la specificite des ODN antisens a ete realisee a l'aide de puces a ADN 
(FISHER et al, 2002). Les resultats demontrent que sur 2059 genes presents sur la puce, 
37 genes ont varies d'une magnitude comparable a la cible. Parmi ceux-ci, certains 
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etaient associes a la methode de transfection, a la presence d'un ODN non-specifique a 
la cible, a la disparition de la cible, et d'autres nullement associes a ces groupes autant 
en terme de fonctionnalite que de complementarite de sequence. Ces derniers seraient 
issus de l'utilisation d'une trop grande concentration d'ODN ou a des interactions non-
specifiques avec des proteines intracellulaires, par exemple. 
La specificite des siRNA est egalement questionnee. Deux etudes genomiques 
ont demontre que cette approche etait hautement specifique et que le patron d'expression 
des genes etait hautement dependant du gene cible (CHI et al., 2003, SEMIZAROV et 
al., 2003). Par contre, d'autres etudes demontrent qu'un patron commun d'expression de 
genes, associe a une induction de la reponse a 1'interferon, est induit par differents 
siRNA independamment de lew sequence (BRIDGE et al., 2003, SLEDZ et al., 2003). 
De plus, une etude demontre que chaque siRNA provoque un profil d'expression qui lui 
est propre, suggerant ainsi des effets secondaires sequences specifiques bases sur 
1'appariement partiel de l'extremite 5' des siRNA sur d'autres ARNm (JACKSON et al., 
2003a). Deux autres etudes ont egalement demontre qu'une complementarite a un 
ARNm sur les 7 nucleotides de l'extremite 5' du siRNA etait suffisante pour activer la 
voie des siRNA meme a de faibles concentrations, augmentant ainsi le risque d'effets 
non-specifiques de ces molecules (JACKSON et al., 2006, LIN et al., 2005). 
Parallelement, l'analyse systematique des effets d'un mesappariement sur une 
seule base pour un meme siRNA demontre clairement que la reconnaissance de la cible 
par un siRNA est beaucoup plus degenerative qu'on le croyait au depart (DU et al., 
2005). En effet, on observe que certaines regions tolerent tres bien les mesappariements 
(aux extremites), alors que d'autres sont plus sensibles a ces derniers (au centre). De 
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plus, des appariements de type G:U et A:C sont toleres et n'ont aucun effet sur 
1'efficacite de la molecule siRNA. 
Une etude genomique comparative des effets d'un ODN antisens et d'un siRNA 
contre la meme cible confirme que les deux methodes entrainent des effets non-
specifiques qui sont detectables apres 48h post-transfection, mais dominants apres 72h 
(BILANGES et STOKOE 2005). Parmi ceux-ci, on observe des genes associes a la 
reponse a 1'interferon, au proteasome et au stress oxidatif. Les auteurs suggerent que ces 
effets non-specifiques ne sont pas associes a la sequence et pourraient etre diminues par 
l'utilisation de molecules hautement efficaces. De plus, ils suggerent d'evaluer plusieurs 
molecules actives pour une cible a plusieurs temps, afin de discerner les effets 
specifiques du a la disparition de la cible a ceux associes a une reponse non-specifique. 
Compte tenu de la capacite des ribozymes a cliver un substrat in vitro, il a ete 
possible d'etudier leur specificite de clivage. Une etude systematique d'introduction de 
mesappariements au niveau de la tige PI (tige impliquee dans la reconnaissance du 
substrat; figure 8) entre un ribozyme delta et un petit substrat d'ARN demontre que les 
positions +3 et +4 sont essentielles au clivage, et que des mesappariements ailleurs dans 
la tige PI resultent en une baisse drastique de 1'efficacite catalytique (ou les positions 
+1, +2, etc. indiquent les residus en 3' du site de clivage sur l'ARN cible, alors que les 
positions - 1 , -2, etc., les residus en 5' (ANANVORANICH et PERREAULT 1998)). 
De plus, l'appariement G :U en +1 est essentiel pour conserver l'activite catalytique 
(SHIH et BEEN 2002). Finalement, les bases en position -1 a -4 sur le substrat 
contribuent a 1'efficacite de clivage (par exemple, un G en -1 du substrat empeche le 
clivage de ce dernier) (DESCHENES et al., 2000). Lors de l'etude de clivage sur un 
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long ARN (similaire a un ARNm), l'integrite de la tige PI est encore plus importante 
que sur un court substrat, tels que ceux utilises dans les etudes de specificite in vitro. En 
effet, il a ete observe qu'un mesappariement en +2 et +7, normalement supporte sur un 
court substrat, ne permettait aucun clivage lorsque utilise avec un long ARN contenant 
la meme sequence (BERGERON et al, 2003b). 
3.3 Le choix du ribozyme delta 
3.3.1 Caracteristiques 
Cet outil est tout indique pour le developpement d'un systeme d'inactivation 
genetique, puisqu'il agit de fa^on autonome et que sa specificite de reconnaissance est 
mieux connue, contrairement aux ODN antisens ou aux siRNA. Comparativement aux 
autres ARNs catalytiques, le ribozyme delta jouit de plusieurs avantages issus de son 
origine. En effet, contrairement aux hammerhead et hairpin, decouverts chez les plantes, 
le ribozyme delta est derive d'un virus retrouve chez les hepatocytes humains 
(PERROTTA et BEEN 1991). Ainsi, il possede une demi-vie 10 fois plus longue 
(>100h) que le ribozyme hammerhead lorsque transfecte dans des cellules en culture 
(LEVESQUE et al., 2002). Cette impressionnante stabilite serait attribute a l'absence de 
regions simple-brin en 5' ou 3' , favorisant une resistance aux nucleases endogenes. De 
par sa nature, le ribozyme delta a evolue de fafon optimale pour etre fonctionnel dans un 
environnement cellulaire. Par exemple, il est efficace a des concentrations faibles en 
Mg2+ (1 mM) semblable a la concentration de Mg2+ libre retrouve dans les cellules 
(MURRAY et al., 1998). De plus, c'est le seul ribozyme connu pour etre 
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completement actif en presence de Ca2+ (WU et al., 1989). Ces adaptations semblent 
jouer en faveur du ribozyme delta, puisqu'il s'est avere aussi efficace lorsque exprime 
dans des cellules que in vitro alors que le hammerhead, bien qu'efficace in vitro s'est 
avere perdre considerablement de son efficacite une fois dans un environnement 
cellulaire (KATO et al, 2001). 
3.3.2 Le ribozyme delta de seconde generation 
Bien que le ribozyme delta presente des avantages marquants comme outil 
d'inhibition d'expression genetique, des ameliorations au niveau de sa specificite et de 
son efficacite sont envisageables. C'est pourquoi une nouvelle generation de ribozymes 
delta, le SOFA-ribozyme delta a ete developpee (figure 9). Ce dernier est une replique 
de la version originale, auquel l'ajout d'un module cible-dependant SOFA {Specific 
ON/OFF Adapter) permet d'augmenter la puissance et la specificite du ribozyme 
(BERGERON et PERREAULT 2005). On retrouve tout d'abord sur ce module un 
bloqueur qui empeche toute activite catalytique par son hybridation partielle a la tige PI 
du ribozyme delta. Deuxiemement, place en 5' du bloqueur, on retrouve un biosenseur 
reconnaissant la cible du ribozyme de facon sequence-dependant. Une fois cet 
appariement complete, il y a deplacement du bloqueur, permettant au ribozyme delta de 
s'hybrider au site de clivage, formant la tige PI. Finalement, une tige a ete ajoutee en 5' 
du biosenseur dans le but d'accroitre la stabilite du ribozyme delta en ne laissant aucune 
region simple-brin. Cette activation du ribozyme par le substrat permet d'ajouter un 
nouveau niveau de specificite, puisque le ribozyme est actif seulement si le biosenseur 
est lie a la cible. De plus, les proprietes catalytiques du SOFA-ribozyme delta sont 
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Figure 9. Representation schematique du SOFA-ribozyme delta. 
Le SOFA-ribozyme delta contient quatre principaux modules: la tige stabilisatrice, le 
biosenseur, le bloqueur et la tige PI. Le ribozyme s'activera seulement lorsque le 
biosenseur s'appariera a l'ARNm cible. En conformation inactive, le bloqueur demeure 
associe a la tige PI, empechant toute activite catalytique non-specifique. SOFA, specific 
ON/OFF adapter, N, nucleotides A, C, G ou U (Adapte de (BERGERON et 
PERREAULT 2005)). 
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ameliorees lorsque comparees a celles du ribozyme delta. En effet, l'efficacite 
catalytique (k^/K^ peut atteindre des niveaux 25 fois superieurs a ceux obtenus avec le 
ribozyme delta original, grace a une association ribozyme-substrat plus stable 
(BERGERON et PERREAULT 2005). De plus, lorsque teste dans la bacterie gram 
positive Lactococcus lactis, le SOFA-ribozyme delta s'est avere deux a trois fois plus 
efficace que la generation precedente (FIOLA et al., 2006). 
3.3.3 Conception des inhibiteurs moleculaires antisens 
Peu importe 1'approche choisie, la conception de l'inhibiteur moleculaire est 
cruciale pour l'obtention de 1'effet cellulaire recherche. Differents facteurs peuvent 
influencer l'efficacite de la molecule, incluant la nature de la sequence ciblee et les 
structures secondaire et tertiaire de l'ARNm cible (BERGERON et PERREAULT 
2002, PATZEL 2007). Afin d'ameliorer le succes, differents outils de conception bases 
sur la bioinformatique ont ete developpes autant pour les ODN antisens (TOSCHI 
2000), les siRNA (PEI et TUSCHL 2006) que les ribozymes (MERCATANTI et al, 
2002). Cependant, ces outils ne garantissent pas une efficacite catalytique elevee et un 
essai de validation in vitro est souhaitable. Avec l'espoir d'ameliorer le systeme 
d'inactivation genique base sur 1'utilisation du ribozyme delta, differentes approches 
combinant l'emploi d'outils bioinformatiques et d'essais biochimiques ont ete testees et 
comparees specifiquement avec cette classe de ribozyme (BERGERON et 
PERREAULT 2002). De plus, une application web nommee RiboSubstrates 
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ribozyme delta afin d'assurer la specificite de clivage d'une molecule potentielle parmi 
1'ensemble des collections de cDNA repertoriees pour une espece donnee (LUCIER et 
al., 2006). 
4. Hypothese et objectifs de recherche 
4.1 Problematique 
La creation de modeles d'etude pour les PCs est essentielle pour comprendre 
leurs fonctions. Par exemple, leur inactivation dans un contexte physiologique a permis 
d'evaluer les fonctions de certaines PCs pour la maturation specifique de certains 
substrats et de confirmer une redondance de clivage pour d'autres. Par contre, les 
animaux KO disponibles et/ou viables limitent les etudes a certaines enzymes. De plus, 
ces animaux permettent difficilement d'etudier un seul type cellulaire et de controler 
l'environnement extracellulaire, contrairement aux cellules en culture. Les lignees 
genetiquement inactivees pour une PC se limitent a un defaut dans la production de la 
furine chez deux types cellulaires. Finalement, les approches les plus couramment 
utilisees chez les cellules en culture pour (z) inhiber l'activite enzymatique d'une PC ou, 
(ii) inhiber 1'expression d'une PC en ciblant son ARNm affichent un manque de 
selectivite et/ou d'efficacite, ne permettant pas 1'etude d'une PC dans une lignee 
cellulaire precise. 
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4.2 Hypo these de recherche 
Une meilleure comprehension des fonctions physiologiques des PCs est 
essentielle pour le developpement eventuel de therapies ciblant cette famille d'enzymes. 
L'etude presentee ici est basee sur I'hypothese que les PCs out des fonctions specifiques 
dans la cellule, et qu'un eventuel dereglement peut entrainer des consequences nefastes. 
Ainsi, la decouverte de substrats specifiques a chaque enzyme dans un type cellulaire 
precis pourrait nous renseigner sur la nature des fonctions uniques de ces dernieres. Plus 
precisement, nous desirons tester I'hypothese qu'un dereglement de l'activite de PACE4 
est implique dans la progression du cancer de la prostate. 
4.3 Objectifs de recherche 
4.3.1 Objectif 1: Developpement d'un outil moleculaire ciblant l'ARNm des PCs 
Le premier objectif concerne le developpement d'outils moleculaires permettant 
l'inhibition de l'expression d'une PC precise dans une lignee cellulaire voulue. Ainsi, 
nous voulons tester le potentiel du ribozyme delta comme outil d'inhibition d'expression 
genetique de la proproteine convertase PC2 dans la lignee cellulaire endocrinienne de 
souris |3TC-3 (HANAHAN 1985). Cette lignee constitue un modele d'etude interessant 
puisqu'un substrat exclusif a cette enzyme, la dynorphine A-(l-17), est present. Ce 
peptide est issu de la maturation du precurseur polypeptidique prodynorphine, qui est 
exprime de fafon endogene chez cette lignee cellulaire (VIEAU et al., 1995)). Cette 
particularite nous permettra de confirmer un eventuel succes dans l'inhibition de 
1'enzyme PC2, par la mesure des quantites residuelles de dynorphine A-(l-8). 
50 
Par la suite, nous testerons le potentiel d'utilisation du SOFA-ribozyme delta 
comme inhibiteur de 1'expression de PACE4 dans la lignee cancereuse humaine de 
prostate DU145 (STONE et al., 1978). Cette lignee cellulaire, isolee a partir d'un 
adenocarcinome de prostate metastasique, exprime plusieurs PCs et sera un model e 
interessant pour etudier 1'implication de PACE4 dans la progression tumorale. 
4.3.2 Objectif 2 : Developpement d'une methode d'analyse par spectrometrie de 
masse pour 1'identification de substrats physiologiques des PCs 
A l'aide des lignees cellulaires avec une expression reduite en PC2 ou PACE4, il 
sera possible d'identifier d'eventuels substrats non matures. Pour ce faire, nous 
utiliserons une approche par spectrometrie de masse sur des extraits proteiques purifies 
sur HPLC (high pressure liquid chromatography) (figure 10). Plus precisement, les 
spectres de masse issus d'une lignee cellulaire controle seront compares a ceux issus 
d'une lignee cellulaire n'exprimant plus une PC precise. Cette approche tres sensible 
devrait non seulement permettre 1'identification (i) de sites de clivage specifiques aux 
PCs sur differents precurseurs proteiques, mais egalement (ii) des precurseurs 
majoritairement produits par une PC dans un contexte cellulaire precis, tel que le cancer. 
4.3.3 Objectif 3 : Evaluation des modifications fonctionnelles des cellules en 
absence d'une PC 
En plus de permettre 1'identification de substrats specifiques, les lignees 
cellulaires n'exprimant plus une PC precise pourront etre utilisees dans le cadre d'etudes 
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Figure 10. Representation schematique de l'approche proteomique menant a la detection 
de substrats potentiels des proproteine convertases. 
Les extraits proteiques de differentes lignees cellulaires (avec ou sans activite pour une PC) 
sont fractionnes sur HPLC avant d'etre analyses et compares par spectrometrie de masse. Les 
eventuels peptides d'interet sont ensuite identifies. HPLC. High pressure liquid 
chromatography; MALDI-TOF, matrix assisted laser desorption ionization - time of flight. 
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fonctionnelles. Nous desirons mieux comprendre les roles cellulaires des PCs dans 
differents contextes. Par exemple, quelles seront les consequences d'une absence de PC2 
pour le triage des proproteines dans les granules de secretion? Quelles caracteristiques 
de phenotype tumoral des cellules DU145 seront touchees des suites d'une diminution 
de 1'expression de PACE4? Ces etudes sur les modifications du fonctionnement 
cellulaire des modeles crees nous permettront d'approfondir nos connaissances sur les 
fonctions des PCs. 
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Implication dans le travail 
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contribue significativement a la figure 13 (clonage, culture cellulaire). De plus, j 'ai 
redige 75% du manuscrit. 
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1.1 RESUME 
Chez les mammiferes, la maturation endoproteolytique est realisee par les 
proproteine convertases apparentees a la subtilisine. Dans le but de comprendre les roles 
distincts d'un des membres de cette famille (SPC2), l'inhibition de son expression chez 
des cellules en culture est une bonne approche. Des etudes anterieures ont affiche un 
succes mitige, soit au niveau du degre d'inhibition, ou de la stabilite des lignees 
cellulaires developpees. Cette etude demontre le potentiel eleve du ribozyme delta 
comme outil d'inhibition post-transcriptionnel chez des cellules en culture. Nous avons 
utilise un vecteur d'expression utilisant un promoteur recrutant l'ARN polymerase III 
pour selectionner des cellules |3TC-3 exprimant un ARN chimere ciblant l'ARNm de 
SPC2, l'ARNtVal-ribozyme delta. Des hybridations de type Northern et Western ont 
demontre la reduction specifique SPC2, autant au niveau de son ARNm qu'au niveau 
proteique. Les consequences au niveau des evenements de maturation cellulaires ont ete 
evaluees en mesurant les niveaux cellulaires de dynorphine A-(l-8), produit 
exclusivement par Taction de SPC2 sur la dynorphine A-(l-17). Finalement, une analyse 
proteomique a non seulement confirme ces resultats, elle a egalement permis d'identifier 
la secretogranine II comme un substrat potentiel de SPC2. Le developpement d'outils 
d'inhibition efficaces, specifiques et durables, tel que celui decrit dans ce travail, sera 
d'une importance capitale pour l'elucidation des fonctions des proproteine convertases, 
autant pour 1'identification de leurs substrats que la comprehension des evenements 
cellulaires qui leurs sont associes. 
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1.2 SUMMARY 
Endoproteolytic processing is carried out by subtilase-like proprotein convertases 
in mammalian cells. In order to understand the distinct roles of a member of this family 
(SPC2), gene silencing in cultured cells is an ideal approach. Previous studies showed 
limited success in either the degree of inhibition obtained or the stability of the cell lines. 
Here, we demonstrate the high potential of delta ribozyme as a post-transcriptional gene 
silencing tool in cultured cells. We used an expression vector based on the RNA 
polymerase III promoter to establish (3TC-3 stable cell lines expressing the chimeric 
tRNAVal-<ie/ta ribozyme transcript targeting SPC2 mRNA. Northern and Western blot 
hybridizations showed a specific reduction of SPC2 mRNA and protein. Validation of 
processing effects were tested by measuring the levels of dynorphin A 1-8, which are 
present in |3TC-3 cells as a result of the unique cleavage of dynorphin A 1-17 by SPC2. 
Moreover, a differential proteomic analysis confirmed these results and allowed 
identification of secretogranin II as a potential substrate of SPC2. The development of 
efficient, specific and durable silencing tools, such as described in the present work, will 
be of great importance in elucidating the functions of the subtilase-like proprotein 
convertases in regard to peptide processing and derived cellular events. 
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1.3 INTRODUCTION 
Subtilase-like proprotein convertases (SPCs) are enzymes that carry out 
proteolytic processing in mammalian species (for a review see ref. (BERGERON et 
al., 2000)). This post-translational modification permits the diversification and 
regulation of gene products. Seven distinct enzymes are included in the SPC family 
(CHAN et al., 1992): SPC1 (furin or PACE), SPC2 (PC2), SPC3 (PCI or PC3), SPC4 
(PACE4), SPC5 (PC4), SPC6 (PC5 or PC6), and SPC7 (LPC, PC7 or PC8). SPCs are 
highly specific proteases that cleave proprotein precursors at positively charged amino 
acids (i.e. Arg-Arg, Lys-Arg, Arg-Lys, Lys-Lys or even single Arg residues). 
Furthermore, distribution studies indicated that, instead of expressing one SPC at a time, 
the various cell types expressed distinct combinations of the SPCs (DAY et al., 1992, 
SEIDAH et al., 1994). The similarities in the cleavage recognition motif, combined 
with cellular co-localization, suggested the possibility of overlapping processing 
functions within SPC family members. This hypothesis was supported by studies on 
SPC2- and SPC3-null mice where the processing of proinsulin was severely impaired, 
but not completely blocked (FURUTA et al, 1998, ZHU et al, 2002a). However, not 
all SPCs are amenable to null mouse models, since both SPC1- and SPC4-null mice are 
not viable (TAYLOR et al, 2003). 
A good method for determining the functional specificity of each SPC resides in 
developing cultured cell lines in which the expression of a single member of the enzyme 
family is specifically inhibited, as this permits a fine control of the extracellular 
environment. To date, few endogenous inhibitors (e.g. 7B2 C-terminal peptide and 
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proSAAS derived peptides) or protein based bio-engineered inhibitors (such as alpha 1-
antitrypsin Portland) have been described (for a review see ref. (FUGERE et DAY 
2002)). Most of these inhibitory agents exhibited great potency against their target, but 
their specificity among the other SPCs remains to be studied/improved. Thus, their use 
may lead to some erroneous interpretations of the substrate specificity function of a 
discrete SPC when used in cell lines that contain other enzymes of the SPC family. 
Another way of inhibiting the function of SPCs in cultured cells is by targeting their 
mRNAs. The introduction of antisense oligonucleotide or small interfering RNA in cells 
may lead to a downregulation of the targeted mRNA by the host molecular machinery. 
However, problems of potency, specificity and/or cell type dependent responses 
illustrate a lack of understanding of intracellular mechanisms involved (HANNON 
2002, LEBEDEVA et STEIN 2001). In an entirely different approach, we have 
investigated the use of delta ribozyme (6Rz) as a molecular tool to specifically target a 
single SPC. The ability of ribozymes to specifically recognize and subsequently catalyze 
the cleavage of an RNA molecule makes them attractive in mRNA gene silencing 
approaches (for a review see Ref. (ANANVORANICH et PERREAULT 1998)). The 
SRz, which derives from the hepatitis delta virus, possesses several unique features all 
related to the fact that it is the only naturally occurring catalytic RNA discovered in 
humans (for reviews see ref. (BERGERON et ah, 2003b, SHIH et BEEN 2002)). The 
use of SRz for specific cleavage in trans of natural mRNA in vitro as well as in vivo has 
been demonstrated, but not well characterized (AL-ANOUTI et ANANVORANICH 
2002, BERGERON et PERREAULT 2002, KATO et al., 2001). In this study, we 
applied 5Rz design strategy with the goal of the complete inhibition of SPC2 activity in 
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(3TC-3 cells that endogenously express the prodynorphin (proDyn) substrate (VIEAU et 
al., 1995). By demonstrating unambiguously the potency and the specificity of the §Rz, 
we showed the potential utility of this molecular tool for SPC substrate specificity 
characterization studies. 
1.4 EXPERIMENTAL PROCEDURES 
Bioinformatic analysis of the SPC2 mRNA. Selection of the targeting sites was 
performed as described previously (BERGERON et PERREAULT 2002). Briefly, 
eight SPC complementary DNA (cDNA) sequences (GenBank database accession 
numbers: X54056 (mouse SPC 1), M55669 (mouse SPC2), M58589 (mouse SPC3), 
AF008222 (partial mouse SPC4), L31894 (rat SPC4), D01093 (mouse SPC5), D12619 
(mouse SPC6), U48830 (mouse SPC7) were aligned using the ClustalW package 
(THOMPSON et al., 1994). This sequence alignment was used to confirm the cleavage 
specificity with regard to the other SPCs. We used the full length SPC2 mRNA sequence 
(Fig. 11A) to evaluate the most stable secondary structures. These values, expressed in 
terms of the variation of free energy (AG), were obtained using the program RNA 
Structure 3.5 (MATHEWS et al, 1999b). The resulting file was then analyzed for the 
probability of binding to complementary 7 nucleotide (nt) oligonucleotides using the 
OligoWalk software (MATHEWS et al., 1999a). 
SPC2 and 5Rz DNA constructs. The fragment from nucleotides 70 to 661 of the SPC2 
mRNA was amplified by PCR from (3TC-3 cell total cDNA using sense (5'-
CACTCCCAAAGAAGGATGGAG-3') and antisense (5'-
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GGTCATTGCTGCTGAAGTCAT-3') primers. The resulting PCR product was cloned 
into the vector pCRII-topo (Invitrogen, Carlsbad, CA), forming the plasmid 
pCRII/mSPC2 70-661. The construction of §Rz minigenes for in vitro transcription was 
performed as described previously (BERGERON et PERREAULT 2002). Plasmids 
harbouring 5Rz are referred to p8Rz-SPC2-X, where X corresponds to the position of its 
potential cleavage site within SPC2 mRNA. Finally, the tRNAVal-5Rz chimeric genes 
were generated as follows: a pair of complementary and overlapping 
oligodeoxynucleotides (ODN) corresponding to the 5Rz region were annealed and 
ligated to Kpnl/EcoRY co-digested pPUR-KE vector (kindly provided by K. Taira; ref. 
(KATO et al., 2001)). The resulting plasmid, pPUR-KE-5Rz, was co-digested with 
EcoRl and BamHl in order to liberate the tRNAVal-5Rz cloning cassette, which was then 
subcloned into pcDNA3.1/hygro (Invitrogen) digested with Mfel and BamHl. This 
produced a plasmid harbouring a tRNAVal-5Rz chimeric template referred as ptRNAVal-
5Rz-SPC2-X. All constructions were confirmed by DNA sequencing. 
RNA synthesis. Partial SPC2 and 5Rz were transcribed in vitro using Smal and HindUI 
linearized pCRII/mSPC2 70-661 and p8Rz-SPC2-X, respectively, as templates. Run-off 
transcriptions were performed in the presence of purified T7 RNA polymerase (10 pig), 
RNAguard (24 units, Amersham Biosciences), pyrophosphatase (0.01 units, Roche 
Diagnostics) and linearized plasmid DNA (5 jig) and either with or without 50 //Ci [a-
32P]GTP (New England Nuclear) as described previously (BERGERON et 
PERREAULT 2002). After DNase digestion, phenolxhloroform extraction and nucleic 
acid precipitation, both SPC2 mRNA and 8Rz were fractionated by denaturing 5%-7.5% 
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polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) in buffer containing 45 mM Tris borate, pH 
7.5, 7 M urea and 1 mM EDTA. The reaction products were visualized by either UV 
shadowing or autoradiography. The bands corresponding to the correct sizes were cut 
out and the transcripts eluted overnight at room temperature in 0.5 M ammonium acetate 
and 0.1 % SDS solution. The transcripts were desalted on Sephadex G-25 (Amersham 
Biosciences) spun-columns, and were then precipitated by the addition of 0.1 volume of 
3 M sodium acetate, pH 5.2, and 2.5 volumes of ethanol, washed, dried, resuspended in 
ultrapure water and quantified by either absorbance at 260 nm or 32P counting. 
RNase H hydrolysis and 8Rz cleavage assays. RNase H reactions were performed 
using internally 32P -labeled SPC2 mRNA. Briefly, SPC2 RNA (-0.1 /*M, -20 000 
CPM) and ODN (7 nt, 5 ftM) were preincubated for 10 min at 25°C in a final volume of 
8 //L containing 20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 20 mM KC1, 10 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA 
and 0.1 mMDTT. RNase H (0.5 unit, United States Biochemicals) was then added (2 
piL) and the samples incubated at 37°C for 30 min. The reactions were quenched by 
adding loading buffer (97% formamide, 1 mM EDTA (pH 8.0), 0.025% xylene cyanol 
and 0.025% bromophenol blue) and fractionated through denaturing 5% PAGE gels, 
which were analyzed with a Phosphorlmager (Amersham Biosciences). 
For 5Rz cleavage reactions, internally 32P-labeled SPC2 mRNA (50 nM) was 
mixed with oRz (1 //M) in a 10 ]A, mixture containing 50 mM Tris-HCl, pH 7.5 and 10 
mM MgCl2, and then incubated at 37°C for 3 hr. The reactions were stopped by the 
addition of loading buffer, electrophoresed on denaturing 5% PAGE gels and analyzed 
with a radioanalytic scanner. 
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Cell culture and DNA transfections. |3TC-3 cells (insulinoma, mouse) were grown in 
Dulbecco's modified Eagle's medium with low glucose concentration supplemented 
with 10% fetal bovine serum (GibcoBRL Life Technologies) and 40 mg/L garamycin 
(Schering Canada Inc., Pointe-Claire, Qc , Canada) at 37°C in a 5% C02. The cells were 
transfected using lipofectamine as per the manufacturer's instructions (Invitrogen), and 
were then selected for resistance to hygromycin B (Invitrogen) at a final concentration of 
175/^g/mL. 
Primer extension of tRNAVal-8Rz and U6 RNA. Total RNA from (3TC-3 was extracted 
with TriReagent (BioShop Canada Inc., Burlington, Ont., Canada). The primers, 
corresponding to the 3' complementary sequence of SRz and U6 RNA (5'-
GGGTCCCTTAGCCATGCGCGAACG-3' and 5'-GGCCATGCTAATCTTCTCTG-3', 
respectively), have been 32P-labeled by the usual procedure and annealed to 10 [ig of 
total RNA in a 50 mM Tris-HCl (pH 8.3), 80 mM KC1 and 10 mM MgCl2 by a 2 min 
incubation at 65°C and immediately chilled on ice. The reaction was initiated with the 
addition of 0.8 mM of dNTPs, 3.3 mM DTT and Superscript™ Reverse Transcriptase 
(100 units; Invitrogen) in a final volume of 12 \xL. The samples were incubated at 45°C 
for 30 min, stopped by adding loading buffer and fractionated on 10% denaturing PAGE 
and visualized with a Phosphorlmager. 
Northern blot hybridizations. Northern blot analyses of total RNA (5 ng) extracted 
from (3TC-3 cells, using guanidinium isothiocyanate followed by lithium chloride 
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precipitation, were performed as described previously (VIEAU et al, 1995). The 
cDNAs cloned for the prohormone convertase probes were: a 1231-base pair (bp) rat 
SPC1 (VIEAU et al, 1995), a 350-bp mouse SPC2 (JOSHI et al, 1995), a 500-bp 
mouse SPC3 (JOSHI et al, 1995) and a 650-bp rat SPC7 (SEIDAH et al, 1996). The 
cDNAs cloned for the carboxypeptidase E (CPE; kindly provided by L. D. Fricker, 
Albert Einstein College of Medecine, Bronx, New-York, NY), the prodynorphin 
(proDyn) and for the 18S rRNA probes were a 400-bp rat CPE (FRICKER et al, 1989), 
a 733-bp rat proDyn (VIEAU et al, 1995) and a 600-bp bovine 18S (DAY et al, 
1992), respectively. Complementary RNA probes were transcribed from linearized 
plasmids with T3, T7 or SP6 RNA polymerases in the presence of [ct-32P]UTP. All 
hybridizations were carried out for 16-18 hr at 65°C. The membranes were then exposed 
to X-Ray films for 2 to 72 hr. The densitometry analysis was carried out on digitized 
film using the image analysis software Scion Image 1.62c (Scion Corporation, Frederick, 
MD). 
Electron microscopy. Cell pellets were fixed for 20 min with 5% glutaraldehyde in 0.1 
M sodium cacodylate buffer (pH 7.4), followed by another 30 min fixation in 2.5% 
glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7.4). After a wash with 0.2 M 
sodium cacodylate buffer, cells were treated for 1 hr with 1% osmium tetraoxyde in 0.1 
M sodium cacodylate buffer. Samples were washed and incubated for 45 min in 0.25% 
uranyl acetate in 2.5% sodium acetate buffer (pH 6.3), dehydrated in acetone, and 
embedded in epoxy resin. Thin sections were counterstained with a solution of 1% 
uranyl acetate and 6% lead citrate (pH 10). 
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Western blot hybridizations. Cells were lysed in 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 2.5 mM 
EDTA, 150 mM NaCl, 0.02% sodium azide and protease inhibitors (Complete Mini; 
Roche Diagnostics). Protein concentrations were determined using the Bradford protein 
assay. Total protein extracts (15 |^ g) were fractionated on a 7.5% SDS-PAGE and 
transferred to Hybond-P membrane (Amersham Biosciences). The antibody against 
mouse SPC2 was C-terminally directed (BENJANNET et al., 1993) and the antibody 
against CPE was kindly provided by Dr. L.D. Fricker. Proteins were revealed using the 
ECL Plus detection system (Amersham Biosciences) and exposed to X-ray films. 
Reverse phase HPLC (RP-HPLC) analysis and radioimmunoassay (RIA). |3TC-3 
cells (Four 80% confluent 100 mm x 20 mm dishes) were washed with PBS and 
harvested. The cell pellets were extracted with 300 jdh of 50% methanol/0.05 N HC1 
solution. After centrifugation at 15,000 x g for 30 min at 4°C, the supernatants (» 1.5 mg 
proteins) were diluted in 10 mL 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) and loaded on Sep-pak 
C18 cartridges (Waters Corp., Milford, MA) initially primed with 10 mL of 100% 
acetonitrile (ACN)/0.1% TFA, and then with 10 mL of 0.1% TFA. Elution from the 
cartridge was achieved by the injection of 40% ACN/0.1% TFA (4 mL). All fractions 
were lyophilized and resuspended in 15% ACN/0.1% TFA before injection onto a 5-|i,m 
C18 column (25 cm x 0.46 cm; Vydac, Hesperia, CA). Samples were loaded at 15% 
ACN/0.1% TFA, and separated using a 15-30% ACN/0.1% TFA linear gradient in 30 
min at a flow rate of 1 mL/min. The standard peptide Dyn A-(l-8) (porcine; Peninsula 
Laboratories Inc., Belmont, CA) was used to determine the elution time. 
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The RIA against Dyn A-(l-8) has been extensively characterized (DAY et al., 
1998, VIEAU et al, 1995). Briefly, the Dyn A-(l-8) antibody is C-terminally targeted 
and do not cross-react with Dyn A-(l-17) or larger forms of proDyn derived peptides. 
Mass spectrometry. For consecutive analyses with mass spectrometry new samples 
were prepared. The extraction procedures for the cell lines and the HPLC separations, 
were performed as described above except for the following modifications. All of the 
HPLC steps were performed on a Beckman Gold HPLC system equipped with a 
Beckman 168 photodiode array detector. Column effluent was monitored by UV 
absorption at 220 nm and 280 nm. The HPLC was performed with either an Ultrasphere 
C18 column or a Macherey Nagel (4.6 mm x 25 cm) column. Elution was performed with 
a linear gradient of 0-60% ACN in acidified water (0.05% TFA) over 60 minutes at a 
flow rate of 0.5 mL/minute. Fractions corresponding to absorbance peaks were 
collected, dried, reconstituted in water and tested in dot immunobinding assays (DIA) 
with anti-Dyn antibodies. For the DIA, the HPLC eluted fractions were freeze dried 
before resuspending in 100 //L of water. One pL was spotted onto a nitrocellulose 
membrane and incubated with Dyn antisera (1/1000). Bound antibodies were detected 
by ECL Plus detection system (Amersham Biosciences). For mass spectrometry, the 
samples were analyzed using a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA) as matrix. A 
two layers preparation was chosen for the MALDI experiments. Briefly, 1 [iL of HCCA 
in acetone (15 mg/mL) was applied to the MALDI target. After evaporation and 
preparation of a ultrathin layer of matrix, 1 ~\iL of sample was applied on the first layer, 
immediately followed by 1 ^L of classical HCCA solution (10 mg in TFA 0.1%/ACN 
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3:7, v/v) prior to drying at room temperature. Analyses were carried out on a Voyager 
STR (Persceptive BioSystems, Framingham, MA) MALDI-TOF mass spectrometer 
equipped with a N2 laser (2 ns pulse duration, 3 Hz repetition rate). Mass spectra were 
recorded in the positive linear mode using delayed extraction. Laser flux was set at a 
value just above the threshold for ion production. Calibration was realized with four 
external calibrants covering the mass range of interest (Substance P, ACTH 18-39, 
ACTH 7-38 and bovine insulin) prepared in the same way as the samples. 
1.5 RESULTS 
Identification of potential target sites. The selection of the RNA cleavage site is the 
initial step in designing a specific SRz. Due to unfavourable competition with 
intramolecular base pairing, target sequences located in single-stranded regions of an 
mRNA are potentially more accessible for 5Rz binding than those in double-stranded 
regions. In order to identify cleavage sites with the greatest potential for targeting, we 
adopted a procedure that combined both bioinformatic tools and biochemical assays 
(BERGERON et PERREAULT 2002). The first step was the prediction of the mRNA 
secondary structure using the RNA folding algorithm in the RNA Structure 3.5 software. 
Five virtually identical structures were obtained for the full length SPC2 mRNA (data 
not shown). These structures were analyzed using the OligoWalk software, which 
provided the degree of accessibility of each 7-nt potential site (MATHEWS et al., 
1999a). The results were obtained for the full length SPC2 mRNA; however, only the 
sites between positions 70 and 661, which is the highly variable sequence relative to the 
other SPCs (Fig. 11 A), were considered. In this region, 94 sites appeared to be relatively 
66 
accessible for the binding of RNA oligonucleotides. Subsequently, this collection of 
potential sites was analyzed for criteria known to be essential for efficient cleavage by a 
transacting antigenomic 6Rz (Fig. 11B). These criteria were based on the fact that the 
first pairing of the PI stem must be a GU wobble bp, and that the presence of a 
guanosine at the cleavage site (position -1) results in an uncleavable substrate 
(DESCHENES et al., 2000). Finally, analysis of the sequences indicated that no other 
cleavages could occur within the SPC gene family. Therefore, the eight chosen 
sequences were specific to SPC2 mRNA. 
In order to validate the bioinformatic predictions, biochemical assays were 
carried out in vitro on SPC2 partial mRNA corresponding to the targeted region (i.e. 
from residues 70 to 661). RNase H hydrolysis assays using 7-nt ODNs corresponding to 
the recognition domain of the 8Rz were performed. RNase H specifically cleaves the 
RNA of a RNA-DNA duplex. Hence, the enzyme can be used to verify whether or not 
the binding of an ODN did indeed take place (BERGERON et PERREAULT 2002). 
Randomly labeled partial SPC2 mRNA was pre-incubated with unlabeled ODNs, 
digested by RNase H, and analyzed on a PAGE gel (Fig. 12A). Cleavage was observed 
with all ODNs, although at different level. Moreover, non-specific cleavage was also 
observed with some ODNs (e.g. ODN-394). Subsequently, the eight 5Rz with 
appropriate recognition sequences were synthesized and their ability to cleave the 
labeled SPC2 mRNA fragment was studied under single-turnover conditions ([Rz] > 
[S]), and analyzed on PAGE gel (Fig. 12B). Four SRz cleaved the target (i.e. SRz-134, -
154, -232 and -394; where the numbers indicate the position cleaved on SPC2 mRNA), 
although with varying efficiencies. Moreover, this experiment revealed the superior 
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specificity of oRz as compared to RNase H, since no minor products were observed. 
Among the 5Rz cleaving SPC2 partial mRNA, only the most efficient were retained for 
the subsequent cultured cells studies (i.e. SRz-154 and -394). 
Expression of tRNAVal-8Rz chimeric constructions. A vector including a modified 
tRNAVal promoter was used for the cell culture expression studies (KATO et ah, 2001). 
Briefly, the tRNAVal cassette from pPUR-KE vector was subcloned in a 
pcDNA3.1/hygro vector producing ptRNAVa,-5Rz-SPC2-X (Fig. 13A). In order to avoid 
double transcript production in cells (i.e. by the CMV and tRNAVal promoters 
simultaneously), the CMV promoter in this plasmid was removed. The use of the 
tRNAVal promoter permitted the production of a large amount of the chimeric RNA by 
the host RNA pol III. In addition, it is well known that the tRNAVal motif directs the 
expressed 5Rz to the cytoplasm (KATO et ah, 2001), where it will hybridize to the 
targeted mRNA (Fig. 13B). Thus, the 6Rz-154 and -394 were placed under the control 
of the tRNAVal promoter in the expression vectors ptRNAVal-6Rz-SPC2-154 and -394, 
and in their catalytically inactive equivalents ptRNAVal-SRzC47A-SPC2-154 and -394. 
The 8RzC47A mutants are inactive versions in which the cytosine in position 47 was 
mutated for an adenosine (AL-ANOUTI et ANANVORANICH 2002). These SRz 
exhibited the same binding but are completely deprived of cleavage activity; thereby 
they are ideal controls for antisense effect. An expression vector lacking the 5Rz coding 
sequence (ptRNAVal-KE) was also used as a control. |3TC-3 cells were then transfected 
with these five expression vectors. This mouse pancreatic tumoral cell line was chosen 
for several reasons including the fact that it is well characterized for expression of SPCs 
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(including SPC2), and it is easy to grow and transfect (VIEAU et al., 1995). Stable cell 
lines for each construction were established by the selection of clones resistant to 
hygromycin B. Both primer extension (Fig. 13C) and Northern blot analyses (data not 
shown) were used to evaluate the expression levels of the chimeric tRNAVal-8Rz 
transcripts in fifteen established cell lines for each construction. Expression levels in cell 
lines 154-2 and 394-1 were among the highest, while other cell lines (154-1 and 394-9) 
showed a weaker expression. The further analyses were performed on extracts from 
these five selected cell lines. 
Initially, total RNA extracts were subjected to Northern blot analysis of SPC2 
mRNA (Fig. 14A). The levels of SPC2 mRNA in cell line 154 were drastically reduced 
in comparison to the two control cell lines KE and 154C47A. However, the level of 
SPC2 mRNA in cell line 394 was virtually similar to the ones found in the KE and 
394C47A cell lines. Since all chimeric transcripts were detected in the cell lines tested, 
these results suggest that the cleavage site at position 394 may not be as accessible in 
vivo as it was in the in vitro assays on partial mRNA transcripts. The ratio obtained was 
transformed in relative SPC2 mRNA levels using the values from the KE cell line as a 
reference (i.e. 100%; Fig. 14A). This indicated that cell line 154 had no detectable SPC2 
mRNA ( « 1%), while the levels of SPC2 mRNA in the other cell lines were 
approximately of the same order. More generally, we observed that the concentration of 
SRz-154 expressed in a cell and the level of SPC2 mRNA cleavage detected increased 
proportionally. 
The specificity of cleavage of the 5Rz was examined by monitoring the mRNA 
levels of the three other SPCs expressed in (3TC-3 cells (i.e. SPC1, SPC3 and SPC7) and 
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the CPE mRNA (Fig. 14B-E). The CPE enzyme is implicated in the trimming of the 
basic residue(s) located C-terminally of the newly processed proteins within the 
regulated secretory pathway (FRICKER 1988). Small variations were observed among 
all cell lines. However, these changes could not be linked to the catalytic activity of 5Rz 
since they were not uniquely associated with cell lines 154 or 394; thus, they are 
probably due to transfection induced stress. Despite these changes, these results 
confirmed that the cleavage activity observed on SPC2 mRNA was both strong and 
specific since the effect observed on SPC2 mRNA was not repeated on the other 
mRNAs tested. Moreover, electron microscopy confirmed that the endocrine phenotype 
was not altered in cells lacking SPC2 as secretory granules could be observed in both 
(3TC-3 and 154 cell lines (Fig. 15A and 5B, respectively). 
Effect of the 8Rz at the protein level. Western blot hybridizations were performed in 
order to verify whether or not 5Rz action on the SPC2 mRNA was reflected at the 
protein level (Fig. 16). The pTC-3, KE, 154C47A, 394 and 394C47A cell lines showed 
comparable SPC2 protein levels In these four cell lines, two major bands could be 
observed: a 75 kDa and 66 kDa bands that corresponded to the catalytically inactive 
(proSPC2) and the mature, active SPC2, respectively (LAMANGO et ah, 1996). Neither 
of the last two bands was detected in protein extracts from the cell line 154, even upon 
overexposure of the film (data not shown), confirming that the strong effect observed on 
the SPC2 mRNA levels resulted in a nearly complete silencing of SPC2 expression. The 
major bands (50-56 kDa) corresponding to CPE isoforms (FRICKER 1988) are also 
shown in the lower panel and confirmed the specificity of the action despite variations in 
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protein levels from one cell line to an other since the effect of the 8Rz on the target is 
much stronger. 
ProDyn is the precursor of opioid peptides (CIVELLI et al., 1985) with leucine-
enkephalin extended sequences such as Dyn A-(l-17), Dyn A-(l-8), Dyn B-(l-13) and 
a-neo-endorphin (aNE; Fig. 17A). The formation of Dyn A-(l-8) is specifically due to 
the cleavage of its precursor Dyn A-(l-17) by SPC2 (DAY et al, 1998). The 
production of the Dyn A-(l-8) is an exclusive character of the (3TC-3 cells (VIEAU et 
al., 1995), as a consequence, inhibition of the enzyme can be monitored by analysis of 
this peptide in crude protein extracts by RIA. Dyn A-(l-8) was detected in untransfected 
|3TC-3 cells as well as in cell line 394 (714 ± 40 and 555 ± 10 fmol/mg, respectively), 
but not in the cell line 154. This result indicates a serious reduction in the SPC2 protein 
levels. Moreover, Dyn A-(l-8) immunoreactivity (IR) was fractionated by RP-HPLC 
(Fig. 17). The (3TC-3 and 394 cell lines showed a Dyn A-(l-8) IR peak that eluted with a 
retention time identical to the corresponding synthetic peptide (Fig. 17B and C). No Dyn 
A-(l-8) IR was observed in cell line 154, even when ten times more protein were loaded 
on the column than in the other cell lines analyzed (0.5 mg for 154,50 \xg for pTC-3 and 
394; Fig. 17D). Since the sensitivity of this assay is very high (fmoles), these results 
confirm the absence of any active SPC2 in cell line 154. This is in agreement with 
SPC2-null mice study (BERMAN et al., 2000), confirming that the presence of Dyn A-
(1-8) is specifically due to SPC2 cleavage activity on its precursor Dyn A-(l-17). 
Biochemical assessment of SPC2 inactivation by mass spectrometry. Finally, proDyn 
derived peptides in both the 154 and control cell lines were examined. Cellular peptide 
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extracts were pre-purified by sep-pak and HPLC separation on a C18 column. The 
resulting fractions were subjected to an analysis that included two steps, i.e. DIA tests 
with proDyn antibodies, and MALDI analysis of the positive fractions. Typical mass 
spectra of two fractions are illustrated in Fig. 18. In the control cell line, the ionic 
species at m/z 3982.1 and m/z 1227.5 correspond to the M+H+ ions of Dyn AB and the 
ctNE peptides, respectively (panels A and B). These peptides were expected since they 
are produced by the action of the SPC2. Conversely, these peaks were not detected in 
any fractions analyzed from the extract of the SPC2 inactivated cells (cell line 154; raw 
data not shown). Moreover, five proDyn C-terminal derived peptides covering aNE to 
the C-terminal peptide were detected in other fraction analyses from the control (3TC-3 
cells, whereas none of these processed forms could be detected in the 154 cell line (data 
not shown). Thus, these results confirmed the efficient action of the 8Rz targeting the 
SPC2 mRNA. More importantly, it demonstrated that the 154 cells coupled to the 
proteomic approach constitutes a unique tool for the study of the molecular mechanism 
of SPC2, and more specifically the identification of other natural substrate(s). This 
hypothesis received physical support from the analyses of other HPLC fractions 
allowing the detection of two peptides at m/z 4724.43 and m/z 1785.89 m/z solely in the 
control cell line while not in the 154 cells (data not shown). These peptides 
corresponded to the fragments from positions 527-568 and 598-612 of the secretogranin 
II, indeed suggesting that this is a substrate of SPC2. 
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1.6 DISCUSSION 
We present the original and unambiguous demonstration that 5Rz is an efficient 
gene silencing tool. No detectable levels of Dyn A-(l-8) in the 154 cell line were 
observed, while proDyn mRNA expression was maintained. We believe that Dyn A-(l-
8) production was completely halted in that cell line, as the RIA is highly sensitive and 
we loaded ten times more protein than in the control in the HPLC experiment, 
confirming the absence of the highly expressed SPC2 (VIEAU et al., 1995). Moreover, 
we accumulated data suggesting that the 5Rz action was durable, since the gene 
silencing effect could be observed even after more than fifteen passages without any 
phenotypical changes. Furthermore, electron microscopy confirmed that secretory 
granules, related to the endocrine phenotype, were not disturbed (Fig. 15). Overall, these 
data confirmed the effectiveness and the maintained effect of the SRz approach for gene 
silencing in cultured cells. 
We used an expression vector based on the tRNAVal as promoter for the RNA pol 
III to establish pTC-3 stable cell lines, because it allows efficient transcription as well as 
proper localization of the SRz in the cytoplasm (KATO et al., 2001). Thus, this 
promoter was very attractive for our study since it ensured that the SRz is co-localized 
with its target. As a screening method, we used a primer extension approach in order to 
select cell lines that expressed the tRNAVal-5Rz transcript, since levels varied among 
clones (Fig. 13C). This selection was essential because expression level of the targeted 
mRNA was conversely proportional to the level of tRNAVal-SRz. Thus, of the fifteen 
established cell lines, five exhibited a high level of ribozyme expression. Additionally, it 
was observed that the mRNA expression levels in transfected |3TC-3 extracts varied. 
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This suggests that the RNA pol III promoter influenced (positively or negatively) 
expression levels of either targeted or not mRNAs (Fig. 14), since it plays significant 
roles in the transcription of essential, small RNAs (e.g. tRNA and snRNA). Thus, the 
transfection may have altered normal cell functioning. However, variations in the 
abundance of the non-targeted SPC mRNAs may also be the result of compensatory 
actions of other SPCs. Further experiments are underway to explain these observations 
and to design alternative expression vectors based on other promoters. 
Despite these variations, it is evident that the addition of a catalytically active 
SRz resulted in a significant block in the expression of the target. Some potential limits, 
such as the possible cleavages on other mRNAs, still need to be examined. These 
cleavages can occur since the 5Rz discriminates its target from other mRNAs with its 7-
nt long PI stem. However, 6Rz does not derive its specificity solely from the length of 
the PI stem (BERGERON et al., 2003b). The sequence upstream of the cleavage site 
(i.e. positions -4 to -1) was also showed to contribute significantly to the cleavage 
ability of a substrate (DESCHENES et al., 2000). This increases the substrate 
specificity to 11 consecutive nucleotides. Moreover, the probability of finding other 
mRNAs with SRz accessible complementary sequences is very low. This is well 
illustrated with the 6Rz-394 that cleaved in vitro the partial SPC2 mRNA but not the full 
length in vivo. According to the primer extension assays and Northern blot 
hybridizations performed for these two ribozymes, neither their level of expression nor 
their stability accounted for their variable cleavage activity. The ribozymes harbouring 
the mutation C47A (i.e. a single point mutation) exhibited no effect at all, as a 
consequence, reduced levels of SPC2 mRNA must be the result of a ribozyme's action. 
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Furthermore, both ribozymes will be retrieved in the cytoplasm since they are both into a 
chimeric RNA molecule with the tRNAVal that is responsible for their cellular 
localization (KATO et al., 2001). Therefore, the only possibility for a difference 
between the 5Rz-154 and -394 is the accessibility of the targeting site (since Fig. 13C 
showed its expression). This is most likely due to a secondary structure of the mRNA at 
or near the cleavage site that was not present in the partial mRNA used for in vitro tests. 
However, this does not excluded the possibility that in vivo proteins bind the mRNA 
differentially at the two sites. New design strategies are actually developed to ensure a 
better accessibilty of the targeted site in vivo. Thus, considering the natural adaptability 
of SRz to the human cell, which was recently shown by its outstanding stability in 
mammalian cells (LEVESQUE et al., 2002), this ribozyme appears an interesting 
molecular tool. 
Mass spectrometry allowed both the detection and identification of the dynorphin 
fragments in control cells while it is absent in the inactivated 154 cells. The preliminary 
analysis of HPLC fractions confirmed that the secretogranin II was a natural substrate of 
SPC2, as proposed previously in study using a stable cell line expressing exogenous 
SPC2 (DITTIE et TOOZE 1995). Thus, our approach leads to the identification of a 
natural substrate specific for SPC2, since other convertases (including the endocrine 
related SPC3) were still present. These results led us to confirm the notion that the SPC2 
is specialized in the processing of the small peptides. This study also exposes the high 
potential of this endocrine cellular model for the discovery of new SPC2 natural 
substrates by mass spectrometry analysis. Moreover, the 154 cells could be used to 
understand the implication of SPC2 in cellular biology studies (e.g. protein trafficking, 
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stress response) or in processing studies of potential exogenous substrates. More 
generally, this work may constitute a breakthrough for the field since it offers a novel, 
specific and lasting approach amenable for any protease of pharmacological interest. 
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Figure 11. Representation of SPC2 mRNA and 5Rz. 
Panel A. The organization of SPC2 includes the signal peptide (S), the prodomain (Pro), 
the catalytic domain and the P-domain. Panel B. Secondary structure and nucleotide 
sequence of the 5Rz hybridized to the SPC2 mRNA. The pseudoknot Pl. l is illustrated 
by the dotted lines. The homopurine bp at the top of the P4 stem is represented by two 
large dots (G»»G) while the wobble bp is represented by a single large dot (G»U). Only 
nucleotides essential for cleavage are shown: H indicates A, C or U, while N indicates 
A, C, G or U. The arrow indicates the cleavage site. 
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Figure 12. Autoradiograms of 5% PAGE gels of both the RNase H and 8Rz 
cleavage assays. 
Panels A and B. Typical results of RNase H and 5Rz assays, respectively. The first lanes 
are the negative controls without either ODN or 5Rz. The eight other lanes are the 
assays performed with either the various ODNs or oRz. The number after the ODN and 
5Rz indicates the cleavage site position on SPC2 mRNA. The asterisks indicate the 
lower intensity cleavage bands. The molecular sizes (nt) are indicated on the right. 
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Figure 13 . Expression of tRNA -8Rz chimeric constructions. 
Panel A. Vector used for cultured cells studies. We attenuated the CMV promoter of 
pcDNA3.1/hygro by the cleavage of Mfel before the promoter sequence. Mfel and EcoRl 
are two compatible sites that have been used for the cloning. The SRz has been firstly 
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cloned in the pPUR-KE vector. Then, the tRNAVai-6Rz cassette has been subcloned from 
pPUR-KE to pcDNA3.1/hygro without CMV promoter to obtain ptRNAVal-6Rz-SPC2-X 
(where X indicates the position of the cleavage site). The hygromycin gene resistance 
allowed selection of positive clones upon transfection. Panel B. Drawing of the chimeric 
tRNAVal-5Rz RNA produced from the ptRNAVal-5Rz-SPC2 hybridized with the SPC2 
mRNA substrate. The tRNAVaI portion drives the 5Rz to the cytoplasm and the poly(U) 
ensures the transcription termination. Panel C. Analysis of the expression levels of the 
chimeric tRNAVal-6Rz and U6 RNA. Primer extension of the chimeric constructions 
tRNAVal-6Rz (5Rz line) on total RNA of four cell lines established with either ptRNAVal-
5Rz-SPC2-154 (154-1 and 154-2) or -394 (394-1 and 394-9). Untransfected pTC-3 and 
cell line established with the vector ptRNAVal-KE ((3TC-3 and KE, respectively) served 
as controls. Primer extension of the endogenous U6 RNA (U6 line) served as internal 
control. 
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Figure 14. Autoradiograms of Northern blot hybridizations. 
Panel A. Analysis of SPC2 mRNA is presented in the upper portion. The levels of SPC2 
mRNA were analyzed in the five established cell lines. The lower portion illustrates the 
relative expression of SPC2 mRNA by densitometric analysis (using the KE cell line as 
a reference; n=3). Each band was normalized with the corresponding 18S ribosomal 
RNA band. Panels B-E. Analysis of SPC1, SPC3, SPC7 and CPE mRNAs levels, 
respectively. The size markers are shown on the right. 
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Figure 15. Electron microscopy 
Electron microscopy of pTC-3 and 154 cell lines (Panels A and B, respectively). 
Secretory granules are indicated by arrows (25,000 x). 
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Figure 16. Western blot hybridizations 
Upper panel. Proteins corresponding to the pro- and mature SPC2 enzymes (75 and 68 
kDa, respectively) are shown. Lower panel. Major bands (50-56 kDa) corresponding to 
CPE are represented. Lanes are: |3TC3 cells, untransfected control cell line; KE are 
transfeeted with vector without the ribozyme minigene; 154, transfected with SPC2-
ribozyme; 154C47A, transfected with SPC2-ribozyme with a point mutation; 394, 
transfected with SPC2-ribozyme (inaccessible cleavage site); 394C47A, transfected with 
same ribozyme as 394 with a point mutation. 
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Figure 17. RP-HPLC analysis of cellular extracts for their Dyn A-(l-8) IR content. 
Panel A. Schematic representation of proDyn processing by SPC2, SPC3 and CPE 
producing either a-neo-endorphin, Dyn A-(l-17), Dyn B-(l-13), C-peptide, Dyn A-(l-9) 
or Dyn A-(l-8). In the inset, basic amino acids found at the cleavage sites of Dyn A-(l-
17) as shown. Total protein extracts from untransfected (3TC-3, 394 and 154 cell lines 
were submitted to RP-HPLC (Panels B, C and D, respectively). 50 \ig of total proteins 
was injected for |3TC-3 and 394-1, and 0.5 mg for cell line 154. The values are 
expressed on the ordinate as fmol per RIA tube. The gradient used for the RP-HPLC 
analysis is indicated (dashed lines) as percentage of ACN (ordinate axis on the right). 
The arrows indicate the elution position of a standard peptide (14 min, 22% ACN). 
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Figure 18. Typical MALDI-TOF mass spectra. 
These mass spectra were recorded in the positive linear delayed extraction mode of 
HPLC collected fractions eluted at 35% and 31% (Panels A and B, respectively) of 
control cell line. Peaks absent for the 154 cell line fraction analysis are illustrated in red. 
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2. Article 2 : Inhibition of PACE4 expression by selective SOF A-delta-
ribozyme in prostate carcinoma cell line reduces proliferation and 
tumor growth 
Francois D'Anjou1, Jean-Pierre Perreault2 and Robert Day1 
Departements de Pharmacologic et de 2Biochimie, Universite de Sherbrooke, 
Sherbrooke, Quebec, J1H 5N4, Canada. 
Pret a etre soumis dans : Journal of Biological Chemistry. 
Implication dans le travail 
Je suis a l'origine de tous les resultats presented dans cet article, excepte ceux de la 
figure 19. J'ai redige la totalite de ce manuscrit. 
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2.1 RESUME 
L'implication des proproteine convertases dans la proliferation tumorale et la 
formation de metastases a ete demontree pour une multitude de cancers. Dans cette 
etude, nous exposons la contribution specifique de PACE4 pour la proliferation de la 
lignee cellulaire humaine du cancer de la prostate DU145. En raison de la forte 
expression de PACE4 observee chez des tissus cancereux de prostate, nous avons decide 
de cibler cette proproteine convertase pour les etudes cellulaires subsequentes. L'activite 
fonctionnelle a ete reduite par 1'etablissement de lignees cellulaires stables exprimant un 
SOFA-ribozyme delta ciblant specifiquement 1'ARNm de PACE4. Cette nouvelle 
generation de ribozyme delta affiche une plus grande selectivite et une plus grande 
puissance que son predecesseur en raison de l'ajout d'un biosenseur activant la molecule 
seulement en presence de 1'ARN cible. Nous avons utilise le promoteur a l'ARN 
polymerase III, appele ARNtVal, pour produire dans les- cellules DU145 l'ARN 
catalytique ARNtVal-PACE4-SOFA-Je/to ribozyme. Des buvardages de type Northern 
ont confirme la reduction specifique des niveaux d'ARNm de PACE4. La diminution 
des taux de proliferation a ete confirmee par des decomptes cellulaires et par des essais 
clonogeniques. L'inoculation sous-cutanee des cellules DU145 dans des souris 
immunodeficientes a confirme la diminution de proliferation observee in vitro. Les 
effets observes ne sont pas dus a l'induction de l'apoptose, mais plutot a un defaut dans 
la production et dans la reponse aux facteurs de croissance. En resume, ces resultats 
demontrent la contribution essentielle de PACE4 pour la proliferation des cellules 
DU145, confirmant que des evenements proteolytiques majeurs realises par cette 
enzyme sont essentiels pour le maintien de cet etat pathologique. 
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2.2 SUMMARY 
The involvement of proprotein convertases in tumor cell proliferation and 
metastasis has been suggested for various cancers. In this study, we demonstrate the 
specific contribution of PACE4 for the proliferation of the human prostate cancer cell 
line DU145. Based on quantitative PCR analysis in human prostate tumor tissues from 
different clinical stages, we decided to target the highly expressed PACE4 for 
subsequent cellular studies. The functionnal activity was reduced by. establishing a 
stable transfected cell line expressing a specifically designed SOFA-delta ribozyme 
targeting PACE4 mRNA. This new generation of delta ribozyme gained a higher 
specificity and cleavage activity toward its RNA target by the addition of a new 
biosensor module, that allows its activation only after the specific recognition of the 
target. We used the expression vector based on the tRNAVal promoter to express in 
DU145 cells the chimeric catalytic tRNAVal-PACE4-SOFA-<ie/ta ribozyme. Northern 
blots confirmed the specific reduction of PACE4 mRNA levels into selected clonal cell 
lines. The slower cell proliferation was assessed by cell counts and colony formation 
assays. Subcutaneous inoculation of DU145 cells into nude mice confirmed the major 
contribution of PACE4 for tumoral growth. The slower proliferation rates observed were 
not due to apoptosis induction, but to a lack into the generation of proliferative factor 
and disupted cell signalisation pathways. Thus, these results emphasize the specific 
contribution of PACE4 for the high proliferation potential of prostate cancer cells 
DU145, confirming that major proteolytic events carried out by this proprotein 
convertase are essential to sustain this pathological state. 
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2.3 INTRODUCTION 
Cancer cells are characterized by multiple genetic alterations that confer 
physiological changes, leading to uncontrolled division and ability to invade other 
tissues ((HANAHAN et WEINBERG 2000). These acquired capabilities, namely self-
sufficiency in growth signals, insensitivity to growth-inhibitory signals, evasion of 
programmed cell death, limitless replicative potential, sustained angiogenesis, tissue 
invasion and metastasis are essential for malignant growth. Recent studies have 
associated the family of enzymes known as the proprotein convertases (PCs) to cancer 
(BASSI et al, 2005a, KHATIB et al., 2002). PCs are serine proteases that optimally 
cleave substrates at R-X-K/R-R motif (BERGERON et al., 2000, FUGERE et DAY 
2005). These processing events, resulting in the activation of protein precursors, occur at 
multiple levels of cell secretory pathways, and even at the cell surface. In mammalian 
cells, seven members of this family have been identified: furin, PACE4, PCI/3, PC2, 
PC4, PC5/6 and PC7, with differential expression in tissues, ranging from ubiquitous 
(eg. furin) to an endocrine restricted expression (PCI/3 and PC2). 
The association of PCs with cancer was firstly done by comparative studies of 
normal and cancerous cells showing higher expression of PCs in small cell lung cancer 
(CLARK et al., 1993), non-small cell lung carcinoma (MBIKAY et al., 1997a), breast 
(CHENG et al., 1997), colon (TZIMAS et al., 2005), and head and neck (BASSI et 
al., 2001b) tumors cells. A correlation between expression of some PCs, namely furin 
and PACE4, and tumor cell aggressiveness have been established for different cell types 
(BASSI et al., 2001b, BASSI et al., 2003, BASSI et al., 2005b, HUBBARD et al., 
1997, MERCAPIDE et al., 2002). Moreover, PC activity regulates epithelial cell 
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differentiation in a prostate cancer cell line (UCHIDA et al., 2003). One possible 
mechanism underlying these observations could be on the basis of the precursors 
activation by overexpressed PCs. Thus, it is hypothesized that aberrant processing events 
provide cancer cells a higher capacity to (i) remodel the extracellular matrix (e.g. MT1-
MMP and MT2-MMP; (BASSI et al., 2005b, REMACLE et al., 2006)); (ii) to 
interact with their host micro-environment to favor tumor cell adhesion (e.g. IL-la, 
TNF-a and E-selectin (SCAMUFFA et al, 2008)) and; (Hi) to modulate their 
proliferation and differentiation (e.g. IGF-1 receptor (SCAMUFFA et al., 2008), 
VEGF-D (MCCOLL et al., 2007), PDGF-B (SIEGFRIED et al., 2005), TGF-|3 
(DUBOIS et al., 2001)). Alternatively, PC's overexpression is required to sustain these 
pathophysiological functions to maintain cancer cells immortality. Nevertheless, these 
studies suggest that PCs processing events are directly linked to tumor progression by 
allowing cancer cells to maintain some of their acquired capabilities. 
The situation becomes more complex as different PCs can be used in different 
cancer cells. If we are to understand the specific contribution of each PC in 
tumorigenesis, the necessity for potent, specific and cell effective inhibitors, either 
pharmacologic or molecular, for each member of this enzyme family is crucial. Until 
now, these pharmacological tools are limited and lack specificity for single PCs 
(BASAK 2005, FUGERE et DAY 2005). However, molecular approaches targeting 
specific PC mRNAs are closer to achieve this goal, and would be relevant methods for 
the evaluation of the potential implication of each enzyme in tumoral growth. There are 
many sequence-specific approaches taking advantage of either endogenous 
ribonucleases (e.g. small interfering RNA; siRNA, or phosphorothioate antisense 
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oligonucleotide) or their intrinsic catalytic activity (DNazyme or ribozyme) to drive the 
destruction of the targeted RNA (reviewed in (TAFECH et al., 2006)). Among these 
tools, the SOFA-de/ta ribozyme (SOFA-SRz), a classic delta ribozyme (5Rz) with a new 
target-dependant on/off switch (SOFA module), is very attractive (BERGERON et 
PERREAULT 2005). First because the potency of the classic 5Rz has been shown to be 
very effective while expressed in mammalian cells (D'ANJOU et al., 2004), suggesting 
that the addition of this module could even lead to a better efficiency in cells. Moreover, 
this versatile molecule is not known to trigger immunological response like siRNAs do 
(REYNOLDS et al., 2006a). Finally its substrate specificity is well understood in vitro 
(BERGERON et al., 2005). This last point is crucial in order to minimize the occurrence 
of off-target transcripts silencing cleavages in a cellular context, as reported for other 
silencing methods, like antisense oligonucleotides (FISHER et al., 2002) or siRNA 
(FEDOROV et al., 2006, JACKSON et al., 2006). Theoretical calculations as well as 
experimental data strongly suggest that the SOFA-oRz strategy has no off-target effects 
(BERGERON et al., 2003b, BERGERON et PERREAULT 2005, BERGERON et 
al, 2005). 
In this study, we firstly evaluated the potential of the new SOFA-SRz as a RNA 
silencing tool in mammalian cells and, secondly, investigated the contribution of PACE4 
for the proliferation of human androgen-independant prostate cancer cells DU145. By 
combining cellular and in vivo experiments, our results demonstrated the important role 
of this PC for tumoral progression in prostate cancer. 
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2.4 EXPERIMENTAL PROCEDURES 
Patients and samples. Prostate tumor samples were obtained from patients either St 
Louis and Bichat Hospital (Paris, France), or Tournan's clinic (Tournan en Brie, France) 
as previously desribed (CHENE et al., 2004). Samples tissues from the thirty-four 
patients with clinically localized prostate tumors were obtained by removing clinically 
localized tumors by radical prostatectomy. The surgical specimens were first sliced 
thickly, and samples were then cut from suspect areas. Part of the selected tissue was 
immediately placed in liquid nitrogen for RNA extraction, while adjacent sections were 
stained with H/E (hematoxylin and eosin) for histopathological examination. The sample 
tissues from hormone-refractory recurrent prostate carcinoma were obtained from 
patients with metastatic disease at diagnosis. Since these patients were not amenable to 
radical surgery, they received endocrine therapy, either by classical androgen 
deprivation (orchidectomy or luteinizing-hormone-releasing hormone (LHRH) agonist 
administration); or, by maximal androgen blockade (castration combined with 
antiandrogen therapy). These patients relapsed, and their tumors became clinically 
androgen-independent. Thirteen chips of these hormone-refractory recurrent prostate 
carcinomas were obtained during transurethral resection. 
Selected tissues. Suspect areas were examined histopathologically in the surgery suite, 
and a thick shave section was taken for research purposes. This pre-selected tumor 
specimen section was then sliced on each side in the laboratory and again subjected to 
pathological examination. Samples were considered suitable for molecular studies when 
all epithelial cells were neoplastic. Confirmed malignant areas were carefully dissected 
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using a scalpel. This process yields a homogeneous cell population and thereby avoids 
dilution of tumor-specific genetic changes by nucleic acids from normal and reactive 
cells present in the same specimen. The histological diagnosis and clinical stage based 
on the TNM system were determined during a routine work-up after surgery 
(MELLINGER et al, 1967, SCHRODER et al., 1992). Thirteen tumors were hormone-
refractory, eighteen of the clinically localized tumors were at stage pT2, and sixteen at 
stage pT3. 
Nine well-characterized matched normal prostate specimens from the thirty-four 
patients with clinically localized prostate who underwent radical prostatectomy were 
used to assess basal target-gene mRNA expression. Normal-looking areas of each 
surgical specimen were examined histologically for the absence of cancer cells and 
selected upon its microscopic pathological criteria to avoid including areas with benign 
hyperplasia. 
Real-time RT-PCR 
(i) RNA extraction and cDNA synthesis. Total RNA was extracted from tissue specimens 
by using the acid-phenol guanidium method, as described earlier (CHENE et al., 2004). 
The quality of RNA samples was determined by electrophoresis through agarose gels, 
staining with ethidium bromide, and visualization of the 18S and 28S RNA bands under 
ultraviolet light. RNA was reverse-transcribed as previously described (CHENE et al., 
2004). 
(ii) Real time PCR amplification. All PCR reactions were performed using an ABI Prism 
® 
7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems) and the SYBR Green PCR 
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Core Reagents kit (Perkin-Elmer Applied Biosystems), as previously described 
(CHENE et al., 2004). Briefly, the thermal cycling conditions comprised an initial 
denaturation step at 95°C for 10 min and 45 cycles at 95°C for 15 s and 65°C for 1 min. 
A genomic DNA and non-template control was included in each experiment. Samples 
and controls were tested in duplicate. Primers were chosen with the assistance of the 
computer programs Oligo 4.0 (National Biosciences, Plymouth, MN) and Primer 
Express (Perkin-Elmer Applied Biosystems), as previously described (CHENE et al., 
2004). Primer sequences for endogenous control genes PPIA (the peptidyl prolyl 
isomerase A gene encoding cyclophilin A) were described earlier (CHENE et al., 
2004). The PACE4 primer sequences are: sense, 5'-CAAGAGACCCAGGAGCATCCC-
3' and, antisense, 5'- ACCCGCTGGTCCGAGTGCT-3'. The threshold cycle (Ct) 
numbers obtained from PCR amplification were expressed as N-fold differences in 
target gene expression relative to PPIA expression and termed "Ntarget" values as 
described earlier (CHENE et al, 2004). 
In situ hydridization. The in situ hydridization protocol using digoxigenin-labeled 
cRNA prodes have been described in details elsewhere (DONG et al., 1997). 
Plasmid DNA constructs. We used the previously described expression vector, 
ptRNAVal/hygromycin, containing the RNA polymerase III promoter tRNAVal promoter 
for cellular applications (D'ANJOU et al., 2004). A PCR strategy was used to create a 
DNA template containing a 5'-KpnI restriction site and a 3'-blunt end. The sequences of 
the two complementary and overlapping DNA oligodeoxynucleotides (ODNs) used 
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were: sense, 5'-
ATCCATCGGGTACCGGGCCAGCTAGTTT(GGCCTCTGCTAC)BS(CA-
AC)BLCAGGGTCCACC-3' and, antisense, 5'-CCAGCTAGAAAGGGTCCCTT-
AGCCATCCGCGAACGGATGCCCA(ATCAAC)P1ACCGCGAGGAGGTGGACCCT 
G(GTTG)B L -3 ' . The underlined nucleotides (nt) correspond to the Kpnl restriction site, 
and those in parenthesis to the PACE4 specific biosensor (BS), blocker (BL) and PI 
stem (PI) of the PACE4-SOFA-5Rz. The purified and £p«I-digested PCR product was 
cloned in the expression vector previously digested with Kpnl and EcoRY restriction 
enzyme. The vector used to restore PACE4 mRNA levels contained the full length 
PACE4 cDNA and a neomycin resistance gene was kindly provided by Dr. JW 
Creemers (CREEMERS et al, 1993). 
In vitro cleavage assays 
(i) Bioinformatic analysis. Human PACE4 cDNA sequence (GenBank database 
accession number M80482) was used for the determination of the optimal SOFA-5Rz 
targeting site. We used the Ribosubstrates online software 
(http://www.riboclub.org/ribosubstrates) to evaluate the potential substrates for a given 
S0FA-5Rz within human cDNA database (LUCIER et al, 2006). 
(ii) RNA synthesis. As previously described, radiolabeled PACE4 RNA was obtained 
from transcription of a Xhol-digested pcDNA3 vector containing a chimeric cDNA 
composed of the PC5/6A signal peptide linked to proPACE4 coding sequence 
(CREEMERS et al, 1993) using T7 RNA polymerase with 50 fxCi of [cx-32P]GTP 
(D'ANJOU et al., 2004). The catalytic RNAs were synthesized using a PCR-based 
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strategy with the expression vectors to generate DNA templates containing a 5'-T7 RNA 
polymerase promoter. We used either the following sense primer 5'-
TTAATACGACTCACTATACAAAAACCAACTTTGGTACC-3' or 5'-
TTAATACGACTCACTATAGGGCCAGCTAGTTT-3'. complementary to either the 
tRNAVal promoter or the PACE4-SOFA-5Rz, respectively (the underlined nucleotides 
correspond to the T7 RNA polymerase promoter sequence). The antisense ODN 
sequence used for both PCR was 5'-CCAGCTAGAAAGGGTCCCTTA-3'. After PCR, 
the purified products were used as templates for T7 RNA polymerase transcription of 
tRNAVal-PACE4-SOFA-6Rz or PACE4-SOFA-5Rz, as described previously 
(D'ANJOU et al., 2004). All products were purified on either denaturing 5% or 7.5% 
PAGE, for PACE4 or PACE4-SOFA-SRz transcripts, respectively. 
(Hi) Cleavage assay. The SOFA-§Rz cleavage assays under single turnover conditions 
([SOFA-SRz] > [PACE4 RNA]) were done at 37 °C for 3 hours in a 10 ^L reaction 
containing trace amount of radiolabeled PACE4 RNA and \\xM of SOFA-SRz in 
reaction buffer containing 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, and 10 mM MgCl2. The reactions 
were stopped by the addition of loading buffer (97% formamide, 1 mM EDTA (pH 8.0), 
0.025% xylene cyanol and 0.025% bromophenol blue), electrophoresed on denaturing 
5% PAGE gel, and analysed with a Phosphorlmager (Amersham Biosciences). 
Cell culture and DNA transfection. Human cancer prostate cell lines DU145 were 
obtained from ATCC. Cells were maintained in Roswell Park Memorial Institute 
medium (RPMI 1640) supplemented with 5% fetal bovine serum (Wisent Bioproducts). 
Cells were grown at 37 °C in a water-saturated atmosphere in air/CQ2 (5%). Cells were 
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transfected using lipofectamine2000 (Invitrogen) as per manufacturer's instruction, and 
were selected for resistance to hygromycin B (Invitrogen) at 125 [ig/mL, with 200 
Hg/mL of neomycin for double-transfected cells. The stable cell line transfected with the 
SOFA-dRz expression vector was named 4-2, while the 4-2 cell line stably transfected 
with the PACE4 expression vector was named 4-2+PACE4. 
Northern blot hybridizations. Total RNA was isolated from DU145 cells using 
guanidinium isothiocyanate followed by lithium chloride precipitation, as described 
previously (D'ANJOU et al, 2004). RNA migration (5 |ig) on denaturing agarose gel, 
membrane transfer and 32P-labeled RNA probe transcriptions were performed as 
previously described (D'ANJOU et al, 2004). Linearized vectors were used as DNA 
template for complementary RNA probe transcription using either T7 or SP6 RNA 
polymerase. The 1066-base pair (bp) cDNA for human furin probe was obtained by 
digestion of the full-length clone with Xhol enzyme (DENAULT et al, 2000). A 456-bp 
cDNA fragment of PACE4 was cloned in pGEM-T easy vector system (Promega) by 
RT-PCR reaction on DU145 total RNA with specific primers (CHENG et al, 1997). 
This vector was subsequently used for probe transcription. For PC7 probe, we used a 
285-bp rat cDNA (SEIDAH et al, 1996), and for bovine 18S ribosomal RNA probe, a 
600-bp cDNA (DAY et al, 1992) was used. The ImageJ software 1.37v 
(http://rsb.info.nih.gov/ijA was used for all densitometric analysis. 
Conditioned growth medium preparation. 1.2 x 105 cells were seeded in 6-well plates 
with complete growth media. The next day, cells were washed twice with PBS and the 
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media were replaced with 1 mL RPMI growth medium. 48 hours later, the conditioned 
media were collected, filtered through 0.45 [iM syringe filter units and incubated on 
different cell lines. 
MTT proliferation assay. The cell proliferation was measured by the colorimetric MTT 
assay (thiazolyl blue tetrazolium bromide; Sigma-Aldrich). Briefly, cells were seeded in 
96-well plate (BD Biosciences) in triplicate with 100 [xL of a 3.5 x 104 cells/mL cell 
suspension in complete growth medium. The following day, cells were carefully washed 
twice with PBS and media were replaced with 100 (xL of either RPMI or conditioned 
growth media. 48 hours later, 20 \ih of a MTT solution (5 mg/mL in PBS lx) was added 
to each well for 4.5h at 37 °C/5% C02. The media was then discarded and the cells were 
solubilized with 100 piL isopropanol/0.04 N HC1 solution. The absorbance was 
measured at a wavelength of 550 nm with a reference at 650 nm in microplate reader 
(SpectraMaxl90; Molecular Devices). 
Cell count assay. Cells were plated at a density of 5.0 x 104/well in 6-well plates (BD 
Biosciences) in duplicates. Complete growth medium was changed after 48 hours. After 
incubation, cells were washed in PBS, trypsinized and counted in after staining in 0.4% 
(w/v) trypan blue solution (Sigma). Only viable cells were counted in duplicate. 
Colony formation assay. Cell lines were seeded in 6-well plates (BD Biosciences) at a 
density of 300 cells/well in triplicate. Cells were maintained in complete growth medium 
for 10 days. After colony formation, media was discarded and cells were washed once 
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with PBS. Colonies were fixed and stained in 5 mg/mL methylene blue/50% methanol 
solution for 10 min. Excess of staining solution was removed carefully with distilled 
water and the plates were dried overnight before scanning with Li-Cor Odyssey Infrared 
Imaging System (Li-Cor Biosciences). Scanned images were analyzed with ImageJ 
software 1.37v fhttp://rsb.info.nih.gov/ij/) to measure the total particule area. 
Determination of apoptosis induction using Annexin V-FITC flow cytometry. Cell 
lines were seeded in a 6-well plate at a density of 8 x 104 cells/well in complete growth 
medium. The next day, cells were washed twice with PBS and complete growth media 
with or without cisplatin (Sigma) at final concentration of 66 |^ M was added. After a 48 
hours incubation period, growth media were collected and combined to the harvested 
cells obtained after trypsin treatment. The collected pellets were washed with PBS 
before staining. Then, cells were stained with the Annexin-V-FLUOS Staining Kit 
(Roche Applied science), which double labeled cells with annexin-V-fluorescein 
isothiocyanate (FITC) and propidium iodide (PI). Stained cells were then analyzed with 
FACScan flow cytometer (BD Biosciences). 
Human tumor xenograft models. Four-week-old female athymic nude mice (NU/NU; 
Charles River Laboratories) were inoculated subcutaneously at the opposite sides of the 
flank with 3.0 x 106 cells per inoculum. Cells were grown in complete media and 
harvested at their exponential growing state. Mice were housed under pathogen free 
conditions and the implantations were done under anasthesia conditions in laminar flow 
hood. Xenografts were measured three times per week and volume (V) was determined 
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by this equation : V = (L x W2) x 0.5, where L is the length and W is the width of a 
xenograft. 
Statistical analyses. All experiments were repeated at least three times. Comparisons 
between the test group and controls of this study were done using Student's t test. 
2.5 RESULTS 
PACE4 expression in clinically localized prostate tumors. We tested forty-seven 
primary prostate tumors samples obtained from patients undergoing surgery for PACE4 
expression. Thirty-four patients had clinically localized tumors and thirteen had 
hormone-refractory recurrent prostate carcinoma. All collected samples were subjected 
to histopathological examination. Only tissues where all epithelial cells were neoplastic 
were dissected and used for further studies. A real-time PCR strategy was used to 
evaluate PACE4 mRNA expression levels in prostate tumor tissues using nine matched 
normal prostate tissues as a reference (figure 19A). The tissues were grouped into 
similar clinical stages based on TNM system as: eighteen pT2 samples (tumors strictly 
confined to the organ), sixteen pT3 samples (tumors with extracapsular extention), and 
thirteen hormone-refractory samples (tumors no longer responsive to endocrine therapy). 
The mean relative PACE4 mRNA expression levels (figure 19A) were significantly 
higher in both pT2 and pT3 groups (3.894 ± 0.4933 and 4.211 ± 0.5403, respectively), 
when compared to the mean level found in normal prostate tissues (2.243 ± 0.2613). 
However, the mean PACE4 expression level measured in hormone refractory tissues 
(2.79 ± 0.4359) was not significantly higher than the one measured in controls. Real-
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time PCR for the other PCs showed that furin, PACE4 and PC7 were the most expressed 
PCs in normal prostate tissues. However, only PACE4 mRNA levels increased in tumor 
tissues, while the others showed no variation (data not shown). This higher PACE4 
expression, particularly in epithelial cells, was directly assessed by an in situ 
hydridization. Normal prostate tissues showed the expected epithelial cell distribution of 
PACE4 mRNA. However, tumor tissue showed a disorganization level of tissue 
structure, with a higher PACE4 expression and even cells invading the stroma (figure 
19B). 
Rational design of PACE4 specific SOFA-5Rz 
(i) SOFA-dRz as a gene silencing tool. Considering the high expression level of PACE4 
mRNA in tumoral prostate tissues, we decided to evaluate the contribution of this 
enzyme to the maintenance of the tumorigenic state. While PACE4-specific and potent 
inhibitors are still under development (FUGERE et DAY 2005, TSUJI et al., 2007), 
we decided to use a molecular approach targeting PACE4 mRNA for this study. We 
previously showed that 5Rz could be a powerful and specific silencing tool in cultured 
cells (D'ANJOU et al., 2004). Here, we tested a new generation of 5Rz arboring a 
switch on/off adapter, named SOFA (BERGERON et PERREAULT 2005). As shown 
in figure 20A, the SOFA-6Rz has three new features over the classical SRz. First, a 
blocker stem of 4 nt prevents the formation of the PI stem, essential for the cleavage 
event. A biosensor of 12 nt at the 5' end of the blocker stem compels the SOFA-SRz to 
maintain an inactive state ('OFF' conformation) until the right complementary RNA 
hydridizes. This sequence specific hybridization releases the PI stem from the blocker, 
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allowing the formation of the PI stem. In vitro functional characterization studies 
showed that a single nucleotide mismatch between the substrate and the biosensor 
domain is sufficient to cause significant reduction of cleavage activity, and this decrease 
in the cleavage activity is directly related to the number of mutations (BERGERON et 
al., 2005). Finally, the 5Rz was extended at both 5' and 3' ends, generating a stabilizer 
stem that increase the stability of the molecule without affecting the catalytic activity 
(BERGERON et al., 2005, LEVESQUE et al., 2002). Therefore, the addition of this 
new adapter allowed the SOFA-5Rz to be more specific and powerful than the original 
6Rz (BERGERON et PERREAULT 2005). 
(ii) PACE4 RNA specific SOFA-dRz design. We used the complete sequence of human 
PACE4 cDNA (GenBank database accession number M80482) to design specific 
SOFA-oRz. The established criteria were: (0 the first nt should be a G, in order to form 
the required woble bp within the PI stem (figure 20A); (ii) after the 6 subsequent nt of 
the PI stem, a 5 nt spacer was added and; (Hi) a 12 nt biosensor stem was used to 
complete the design of our SOFA-6Rz. In summary, the targeted site on cDNA was: 
5'(GN6)P1-(N5)Spacer-(N12)Biosensor -3 ' (figure 20A). We focused our search for optimal 
cleavage site within the first 1200 nt of the PACE4 cDNA and tested several potentiel 
targeting sites with the Ribosubstrates online software 
(http://www.riboclub.org/ribosubstrates: (LUCIER et al., 2006)). This integrated 
software searches in selected cDNA databases all potential substrates for a given SOFA-
6Rz. These potential substrates include mRNAs with perfect matches with the catalytic 
RNA tested, but also the Wobble bp and mismatches. Only SOFA-5Rz with a PACE4-
specific biosensor and harbouring a minimum of Wobble bp were considered. 
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The figure 20B shows the in vitro cleavage of PACE RNA with a selected 
PACE4-SOFA-5Rz cleaving into the prodomain coding sequence of the transcript, at 
position 519. This assay was done with the full-length PACE cDNA transcript under 
single-turnover conditions ([SOFA-5Rz] > [PACE4 RNA]). As shown on the 
autoradiogram of the PAGE gel, the reaction is specific, since only one cleavage product 
could be seen after the addition of the PACE4-SOFA-SRz. In order to confirm the 
specificity of this molecule, we tested the SOFA-PACE4-6Rz against a radiolabeled 
human furin transcript, and no cleavage product could be observed (data not shown). 
Considering the capacity of the PACE4-SOFA-5Rz to specifically cleave its target in 
vitro, we decided to use it for cellular studies. 
Downregulation of PACE4 mRNA in DU145 cells by specific SOFA-8Rz 
i) Expression vector. We used an expression vector containing the tRNAVal promoter to 
express the PACE4-SOFA-oRz into transfected cells. As previously described, this 
promoter allows the transcription of a chimeric catalytic RNA containing a tRNAVal 
motif, which drives the newly synthesized molecule into the cytoplasm of the cells, and 
the PACE4-SOFA-5Rz, that catalyzes the cleavage of the targeted mRNA (D'ANJOU 
et al., 2004). To insure that the tRNAVal part does not interfere with the catalytic activity 
of the associated PACE4-SOFA-8Rz, we performed an in vitro cleavage assay by 
incubating the chimeric transcript with an internally radiolabeled PACE4 RNA (figure 
20B). As seen on the autoradiogram of the PAGE gel, the addition of the tRNAVal motif 
did not modify the catalytic activity of the PACE4-SOFA-5Rz. 
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ii) Northern blots. We transfected the PACE4-SOFA-SRz expression vector (named 
ptRNAVal-PACE4-SOFA-5Rz) into DU145, a highly invasive, androgen-independent 
prostate epithelial tumor cell line. Stable cell lines transfected with the ptRNAVal-
PACE4-SOFA-8Rz were established by the selection of clones resistant to hygromycin 
B. Northern blot analyses on total RNA extracts were performed for wild-type DU145 
(DU145), DU145 transfected with ptRNAVal-PACE4-SOFA-oRz (4-2) and, on 4-2 cells 
co-transfected with PACE4 cDNA expression vector (4-2+PACE4). As seen in figure 
21A, the PACE4 mRNA level in the SOFA-5Rz transfected cell line are significantly 
reduced when compared to the untransfected cells. These levels were partially re-
established by the overexpression of PACE4 cDNA. A densitometric analysis using 18S 
ribosomal RNA as loading control was performed to quantify the mRNA levels in those 
clonal cell line using wild type DU145 cells as reference (0.31 ± 0.11 and 0.75 ± 0.06 
for 4-2 and 4-2+PACE4, respectively; figure 21B). The mRNA levels of two others 
endogenous expressed PCs were also verified to confirm the specificity of the PACE4-
SOFA-5Rz cleavage. Levels of furin and PC7 mRNAs (figure 21C and 21D, 
respectively) remained mostly unchanged in the 4-2 cells, confirming the reduction of 
PACE4 expression without significantly affecting the expression of other endogenous 
PCs. However, mRNA levels of these two PCs seemed reduced in the 4-2+PACE4 cells, 
particularly for furin (Figure21C), suggesting a cellular adaptation to the re-introduction 
of PACE4 following expression vector transfection. 
PACE4 is important for the generation of proliferative factors and for the cellular 
response. Considering the previous links established between PCs expression and tumor 
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progression, we measured cell proliferation by generating conditioned media (CM) 
issued from either untransfected DU145 or 4-2 cells. These growth media were 
incubated with cells for 48h and proliferation state was measured by adding MTT 
compound. As shown in figure 22, the DU145 cells showed and increased capability to 
metabolize MTT when incubated with CM issued from untransfected DU145 (DU145 
CM), with a relative OD value of 1.225 ± 0.03 using cells incubated with fresh RPMI 
medium as a reference. However, this higher proliferation of DU145 cells was not 
observed when they were incubated with CM issued from DU145 with lower PACE4 
levels (4-2 CM), since a relative OD value similar to control (1.073 ± 0.048) was 
measured. Thus, the CM issued from DU145 cell with full PACE4 activity could 
upregulate the cellular proliferation, while no difference to control was observed for CM 
issued from 4-2. 
The same experiment done with 4-2 cells revealed that both conditioned media 
could not upregulate their proliferation rate, since relative OD values of 1.029 ± 0.054 
and 0.904 ± 0.026 were obtained for DU145 CM and 4-2 CM, respectively. This result 
suggests that PACE4 activity is important for cellular response to extracellular 
proliferative factors. 
PACE4 downregulation slows DU145 proliferation in vitro. To characterize further 
the cell proliferation reduction observed with conditioned media experiments, we 
counted the total cell number of our stable cell lines at different times. As seen in figure 
23A, the results showed a significant reduction of proliferation for the 4-2 cells (» 200 
000 ± 14 000 cells) when compared to untransfected DU145 ((- 375 000 ± 40 000 cells) 
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96 hours after the initial plating. This reduction was partially reversed in the cell line 4-
2+PACE4 (« 280 000 ± 25 000 cells). We also performed an in vitro clonogenic assay 
on the same cell lines to detect the proportion of cells that retained the capacity to grow 
into a colony (figure 23B). The results of this assay confirmed the lower proliferation of 
DU145 with lowered PACE4 expression (4-2), as we observed a 68% reduction of cell 
growth when compared to wild-type DU145. The colony formation capacity of DU145 
cells was partially restored (16% less than untransfected cells) in 4-2+PACE4 cells. 
PACE4 reduction does not induce apoptosis. To determine if the reduced cell number 
observed in the 4-2 cell line was a consequence of the induction of the apoptosis, we 
analyzed the translocation of phosphatidylserine from the inner to the outer leaflet of the 
plasma membrane. This analysis was performed with a FITC-conjugated annexin-V, 
which has a strong affinity for these extracellular phosphatidylserines, and the 
fluorescent intercalating agent propidium iodide (PI). The figure 24 shows the 
percentage of annexin-V/PI-labeled cells determined by flow cytometry. Both DU145 
and 4-2 cell lines exhibited a low level of annexin-V positivity (lower and upper right 
quadrants; 2% and 3%, respectively) and a similar PI positivity for necrotic cells (upper 
left quadrant; 6% and 7%, respectively). Treatment with the cytotoxic compound 
cisplatin induced the apoptosis in both cell lines, since a higher annexin-V positivity was 
measured for both cell lines (30% and 17% for DU145 and 4-2 cells, respectively). A 
higher PI staining was also observed, indicating a higher number of dead cells following 
cisplatin traitment (12% and 16% for DU145 and 4-2 cells, respectively). Thus, these 
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results indicate that apoptosis pathway is still functional, althought it is not induced by 
reduction of PACE4 expression levels. 
PACE4 inhibition prevents tumor growth in xenograft tumor model. We tested the 
ability of our experimental cell lines to grow as tumors in mouse model. We injected 3 x 
106 cells subcutaneously in nude mice flanks and measured tumor volumes one week 
post-injection. As shown in figure 25, the reduction of PACE4 mRNA levels reduced 
dramatically the ability of 4-2 cells to induce tumor growth, while untransfected DU145 
cells were able to develop into well-defined tumor masses. 
2.6 DISCUSSION 
The relationship between PCs and cancer has become stronger within the last 
few years. Since cancer cell lines generally express varying cocktail of PCs, it always 
remains unclear whether one PC is more important or whether the cell simply establish 
multiple PC overexpression to assure redundancy. This study shows for the first time 
that specific inhibition of PACE4 expression in prostate cancer cell line DU145 causes a 
lower cell proliferation and clonogenic capacity both in vitro and in vivo (figures 23 and 
25). The significance of this finding is sustained by the observed specific overexpression 
of PACE4 in different clinical stages prostate cancer tissues (figure 19). This result 
argue, for the first time, in favor of PACE4 specific contribution to prostate cancer, since 
other co-expressed PC (including furin and PC7) did not show significant variation in 
their expression levels (data not shown). The observed DU145 cells proliferation 
reduction is not due to an increased apoptosis, as demonstrated by FACS analysis of the 
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exposition of phosphatidylserine on the outer leaflet of the plasma membranes, which is 
a characteristic of apoptotic cells (figure 24). This reduced cell proliferation seems to be 
the consequence of (/) a reduced capability of DU145 to produce proliferative factor 
when PACE4 activity is defective and, (//) an abolished cellular response to extracellular 
growth factors (figure 22). Thus, this study illustrates the importance of full catalytic 
activity of PACE4 to sustain DU145 cellular proliferation. 
Despite the fact that PC activity is essential to activate cancer-associated protein, 
it is impossible to predict which member of the PC family will cleave a given substrate 
in a cellular context. This concern becomes even more complex when overexpression of 
one (or many) PC is observed in cancer cells. Since in vitro cleavage assays of a PC for 
a given substrate do not reproduce the cellular environment (including subcellular 
localization and the relative amounts of each molecule), the results obtained may not 
reflect the actual cellular processing events. Therefore, targeted inhibition studies in 
tumoral cell lines with endogenously high expression levels of PCs are useful to 
understand the specific contribution of these enzymes into the generation of cancer 
related proteins, although functional redundancy might be observed for some substrates. 
The bioengineered a 1-antitrypsin Portland inhibitor (ccl-AT-PDX) have been 
used to confirm this contribution of PCs to the activation of such cancer related 
substrates, leading to a reduced proliferation rate and invasion capabilities in different 
cancer models (BASSI et al, 2001a, KHATIB et al, 2001, LAPIERRE et al., 2007, 
MERCAPIDE et al., 2002, SCAMUFFA et al., 2008). But the selectivity of that 
recombinant-based inhibitor PC-family members leads to doubts in regards to the 
implication of a specific PC. This anti-trypsin variant contains a minimal consensus 
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sequence (Arg-Ile-Pro-Arg) for efficient cleavage by furin. But a lack of specificity has 
been demonstrated since, in addition to furin, PC5/6 and PACE4 are also inhibited by 
this variant in vitro (JEAN et al., 1998, TSUJI et al., 1999). Furthermore, cellular 
overexpression of ccl-AT-PDX can inhibit all PCs, since levels of the overexpression are 
not controlled and thus, only sorting events are left to control inhibition (BENJANNET 
et al., 1997). Ectopic expression of furin or PACE4 prodomains in cancer cell lines also 
lead to a significant reduction of tumoral-related characteristics (LAPIERRE et al., 
2007, LOPEZ DE CICCO et al, 2005). However, the specificity of these polypeptides 
toward other PCs is questionable, since furin prodomain showed a lower IC50 for a 
soluble preparation of PC5/6-A (0.4 nM) than furin itself (4 nM) (ZHONG et al., 1999). 
This selectivity issue is problematic since transfection of expression vectors for these 
recombinant proteins do not allow the regulation of their intracellular expression levels, 
therefore explaining why, in addition to the PC5/6 prodomain, the prodomains of furin 
and PACE4 also blocked the processing of proVEGF-C in CHO cells transfected with 
PC5/6 (NOUR et al, 2003). Therefore, the unavailability of potent and specific PC 
inhibitors represents a problem for the determination of the specific functions of 
overexpressed PCs in cancer cells. While the hypothesis of PCs importance in cancer 
has much credibility, we strongly believe that studies with specific PC inhibitors are 
crucial, since each cancer cells overexpress multiple PCs. This variable PC expression 
pattern lets suppose that each PC can differently contribute to the apparition and the 
maintenance of given cancers and their specific functions have to be defined within each 
cancer cell. 
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We previously demonstrated the use of constitutively expressed SRz for the 
specific knockdown of the endocrine-related PC2 in cultured cell lines (D'ANJOU et 
al., 2004). In this study, we tested a new 5Rz generation harbouring a biosensor module 
that activates the molecule only in the presence of the appropriate RNA target substrate 
(BERGERON et PERREAULT 2005). This specific on/off adapter (SOFA module) 
gives a higher specificity of the 5Rz toward its target, but also a higher cleavage 
capacity (BERGERON et al., 2005). The functional characterization a prototype 
SOFA-5Rz targeting the hepatitis delta virus RNA showed that the relative second-order 
rate constants kcat/KM values of the SOFA-5Rz were 6-fold higher than classical 5Rz 
(LEVESQUE et al., 2007). By measuring the cleavage activity of a collection of 
mutated SOFA-5Rz against the same hepatitis delta virus RNA target, the specificity of 
these molecules have been assessed. The k^/K^ values of all single or double mutants 
tested were at least one order of magnitude lower than rate constant for the original 
SOFA-5Rz (BERGERON et al, 2005). 
As described earlier, the expression vector used in this study produced a chimeric 
RNA transcript constituted of a tRNAVal motif and the PACE4-SOFA-5Rz (D'ANJOU 
et al., 2004). We confirmed that this molecule had the same cleavage capacity than the 
PACE4-SOFA-5Rz itself by performing an in vitro cleavage assay (figure 20B) before 
transfecting DU145 cells. After hygromycin selection, a very low number of stable cells 
were analyzed, since transfected DU145 cells grew very slowly. This may be the 
consequence of lowered PACE4 level, thus arguing for the important role of this PC for 
DU145 cells proliferation. This link between PACE4 and cell proliferation could explain 
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why we did not get clones with a lower expression levels, as observed in a previous 
study using 5Rz to inhibit PC2 expression (D'ANJOU et al., 2004). 
Considering the high specificity potential of PACE4-SOFA-SRz, we chose the 
cell line with the lowest levels of PACE4 mRNA levels for further studies (figure 21A). 
Northern blots performed for two other endogenous expressed PCs showed that this 
effect is specific to PACE4, although we cannot confirmed that the ribozyme activity is 
exclusive to the target RNA into this cell line (figures 21C and 21D). As a control, we 
transfected the line with lower PACE4 levels with an expression vector containing the 
PACE4 cDNA. Considering the fact that this cell line still expressed the tRNAVal-
PACE4-SOFA-6Rz, we were surprised to see a re-established PACE4 RNA level (figure 
21A). This suggests that within the cellular context, the catalytic activity of the ribozyme 
is not as high as required to affect large pools of mRNA. Nonetheless, this partially re-
established cell line served our purpose as a control. We believed that this cell line was 
the best control to use since it is directly derived from cells used for all experiments, 
thus eliminating all possible cell line-to-cell line variations. However, further 
improvements of the SOFA-5Rz are in development to reach the highest turnover 
without significantly affecting its specificity, thereby assuring an even better molecular 
inhibitor for further studies. 
The consequences of lowered levels of PACE4 were well illustrated by the 
reduced cell proliferation rate and the incapacity of these cells to form subcutaneous 
tumors in nude mice (figures 23 and 25). The restoration of PACE4 expression levels in 
this cell line allowed a partial recovery of the in vitro proliferation rate, suggesting that 
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PACE4 is a key player for tumoral growth and its levels have to be high to achieve this 
function. 
The identification of cellular proteins processed by PACE4 remains a great 
challenge. The cell lines characterized in this study constitute important tools for this 
achievement. The results obtained with conditioned media showed that PACE4 is 
important for the generation of secreted proliferation factors; but also showed that these 
cells had a lower capacity to react when exposed to conditioned media issued from 
untransfected cells (figure 22). We are actually using a proteomic approach based on 
mass spectrometry to identify the growth factors that necessitate high PACE4 activity 
for their production, and which cell signalization pathway default causes 
unresponsiveness of cell to growth factor exposition. Since the other DU145 endogenous 
PCs are still expressed, those newly found substrate would indicate that only PACE4 is 
responsible for their processing in DU145 cells, arguing for the specific functions of this 
enzyme into prostate cancer progression. 
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The abbreviations used are: al-AT-PDX, a 1-antitrypsin Portland; BL, blocker; bp, 
basepair; BS, biosensor; 5Rz, 5 ribozyme; FACS, fluorescence-activated cell sorting; 
IGF-1, insulin-like growth factor 1; IL-la, interleukin-lcc; LHRH, luteinizing-hormone-
releasing hormone; MT-MMP, membrane-type matrix-metalloproteinase; MTT, 
thiazolyl blue tetrazolium bromide; nt, nucleotide; ODN, oligodeoxynucleotide; PAGE, 
polyacrylamide gel electrophoresis; PC, proprotein convertase; PDGF-B, platelet-
derived growth factor B; PI, propidium iodide; PPIA, peptidyl prolyl isomerase A; 
siRNA, small interfering RNA; SOFA-5Rz, switch on/off adapter 5 ribozyme; TGF-p\ 
transforming growth factor (3; TNF-cc. tumor necrosis factor a; VEGF-D, vascular 
endothelial growth factor B. 
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Figure 19. Relative PACE4 mRNA expression in normal and tumoral prostate 
tissues. 
A. Real-time PCR from reverse-transcribed RNA from tissue specimens. PCR with 
PACE4 and PPIA specific primers were used to quantify the relative expression levels of 
PACE4 in each sample. Normal prostate tissues (n=9) and forty-seven prostate tumors 
samples were used. Clinical stage classification, based on TNM system, was: pT2, tumor 
strictly confined to the organ («=18) and, pT3 (n=16), tumor with extracapsular 
extentions. Hormone refractory prostate tumors tissues (n=13) were issued from patients 
who relapsed after receiving endocrine therapy. Values are mean ± SEM. *P < 0.05. B. 
PACE4 in situ hybridization in epithelial cells from normal and tumoral prostate tissues 
(purple staining pointed by arrows corresponds to PACE4 mRNA). 
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Figure 20. Structure of the SOFA-SRz and in vitro cleavage assay. 
A. The secondary structure of both the 'OFF' and 'ON' conformation of the SOFA 
module (box) attached to the classical SRz. The biosensor (in red, BS) and the blocker 
(in green, BL) can be modified to hybridize on a specific mRNA target (N indicates A, 
C, G or U). After the recognition of the mRNA, the PI stem (in blue, PI) issued from 
the sequence-specific hybridization of the 5Rz with the targeted RNA will allow the 
catalytic cleavage of the latter, as indicated by the arrow. B. Autoradiogram of cleavage 
assays performed with either the PACE4-SOFA-8Rz or with the chimeric RNA 
transcript tRNAVal-PACE4-SOFA-SRz. The control is the migration of the internally 
radiolabeled 3800 nt PACE4 RNA transcript (32P-PACE4 RNA) alone. The BS, BL and 
PI nucleotide sequences of the PACE4-SOFA-SRz used are indicated in the 
experimental procedures section. XC indicate the position of xylene cyanol after 
migration on the denaturing 5% PAGE gel. 
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Figure 21. Autoradiograms of Northern blot hybridizations. 
Levels of PACE4 (A), furin (C) and PC7 (D) mRNA in untransfected DU145 (control 
cell line) or in cell lines either transfected with the expression vector coding for the 
tRNAVal-PACE4-SOFA-8Rz alone (4-2) or co-transfected with a PACE4 cDNA 
expression vector (4-2+PACE4) are shown. The bands corresponding . to the 18s 
ribosomal RNA are shown for all blots. The size markers are shown on the right. B. The 
expression levels of PACE4 mRNA in transfected cell lines relative to the 
unstransfected DU145 cells were obtained by densitometric analyses using 18S 
ribosomal RNA as loading control. Values are mean ± SEM (n=3). *P < 0.05. 
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Figure 22. MTT proliferation assay with conditioned media. 
3.5 x 104 cells were incubated either with RPMI growth medium, DU145 conditioned 
medium (DU145 CM) or 4-2 CM for 48 hours. After treatment, MTT solution was 
added for 4.5 hours and OD550-OD650 of solubilized cells were measured and compared 
using untreated cells (RPMI) as reference. Values are mean ± SEM (n=3). * P < 0.05. 
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Figure 23. Cell proliferation and clonogenicity assays in vitro. 
A. Time-dependant proliferation of untransfected DU145 cells (DU145) or expressing 
tRNAVal-PACE4-SOFA-8Rz with or without re-established PACE4 expression (4-2 and 
4-2+PACE4, respectively) was assessed by counting total cell number after 24, 48, 72 
and 96 hours incubation time. Values are mean ± SEM (n=3). *P < 0.05. B. Colony 
formation after 10 days incubation of DU145, 4-2 and 4-2+PACE4 cell lines. Culture 
plates with fixed and stained cells were scanned and the total particle area was 
measured. Typical result is illustrated for each cell line above in the upper part of the 
panel. The relative total area of the transfected cell lines compared to the control cell 
line is shown. Values are mean ± SEM 0=9 for DU145 and 4-2+PACE4 and n=l for 4-
2). " P < 0.0001. 
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Figure 24. Determination of apoptosis induction using annexin-V-FITC/propidium 
iodide staining. 
Dot plots show the presence of extracellular phosphatidylserine and the permeability for 
propidium iodide (PI) of DU145 and 4-2 cells untreated (control) or incubated for 48h 
with 66 j^M cisplatin (cisplatin). For each plot, the horizontal lines separate annexin-V 
positive from negative cells; the vertical lines separate Pi-positive and -negative cells. 
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Figure 25. In vivo tumorigenicity assay. 
3.0 x 106 DU145 and 4-2 cells were subcutaneously injected in four-week-old nu/nu 
female mice (2 injections/mice, 5 mice/group). The length and the width of the tumors 
were measured three times per week. Values shown are mean ± SEM of tumors volumes 
for all tumors measured per mice group. 
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DISCUSSION 
1. Proteases et pathologies 
1.1 Types de defauts fonctionnels 
L'analyse des sequences issues de differents projets de sequencage et des 
differentes bases de donnees proteiques a permis le recensement de plus de 550 genes 
encodant pour des proteases ou des homologues de proteases dans le genome humain 
(PUENTE et al., 2003). Ce nombre eleve n'est pas surprenant considerant les fonctions 
essentielles realisees par cette classe de proteines chez les organismes vivants. De ce 
fait, il n'est pas surprenant d'observer que plusieurs maladies hereditaires associees a 
une proteolyse deficiente soient repertoriees. Ces pathophysiologies peuvent etre 
associees a une perte de fonction proteolytique, mais egalement a un gain de fonction. 
Par exemple, un mauvais fonctionnement des caspases-8 et -10 est a l'origine du 
syndrome lymphoproliferatif avec auto-immunite de type I et II, respectivement; alors 
qu'une activite anormalement elevee de la collagenase 3 est associee a la dysplasie 
spondylo-epiphysaire (PUENTE et al., 2003). 
Les inhibiteurs de proteases sont grandement utilises pour le traitement de 
plusieurs maladies. Par exemple, les inhibiteurs de l'enzyme de conversion de 
l'angiotensine sont utilises pour traiter l'hypertension (CUSHMAN et ONDETTI 
1999) ou des inhibiteurs de proteases virales sont utilises pour contrer le virus 
d'immunodeficience acquise humaine (VIH; (MENENDEZ-ARIAS 2002)). Cependant, 
le mauvais fonctionnement des proteases peut non seulement etre associe a des 
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mutations dans leurs genes, mais egalement a des alterations dans le controle spatio-
temporel de leur expression ou de leur activation (par exemple, anomalies de leurs 
inhibiteurs ou de leurs substrats endogenes). C'est le cas des metalloproteases de la 
matrice (MMP), dont l'activation aberrante a ete associee au cancer, a l'arthrite et aux 
maladies inflammatoires (MALEMUD 2006), mais egalement des proproteine 
convertases (PCs), dont le mauvais fonctionnement peut entrainer une multitude de 
conditions pathophysiologiques (TAYLOR et al., 2003). 
1.2 PCs et pathologies 
Considerant le large eventail des substrats actives par les PCs (tableau 3), il est 
clair qu'un dereglement fonctionnel des PCs contribue a l'etablissement et au maintien 
de differents etats pathophysiologiques tels que : le cancer, l'arthrite ou les infections 
bacteriennes et virales. En effet, que ce soit par la production de neuropeptides ou 
d'hormones, par l'activation d'enzymes specifiques associees au remodelage de la 
matrice ou, par le clivage de glycoproteines virales, l'activite des PCs peut affecter 
l'homeostasie de l'organisme (TAYLOR et al., 2003), Cependant, il est tres difficile de 
cerner les roles physiologiques individuels des PCs. En effet, malgre la large quantite de 
precurseurs testes in vitro et ex vivo, une question demeure : est-ce que, dans un contexte 
physiologique donne, la maturation observee lors des etudes in vitro et ex vivo sera 
realisee de la meme fagon? Cette grande question fait partie des fondements de cette 
these. En effet, notre recherche est basee sur l'hypothese que chaque PC a des fonctions 
specifiques dans la cellule, et qu'un dereglement peut entrainer un etat 
pathophysiologique. 
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2. Redondance versus specificite fonctionnelle 
Lorsque comparees a d'autres proteases, les PCs sont des enzymes hautement 
specifiques. Contrairement a la trypsine qui clive en C-terminal de residus Arg ou Lys 
(position Pxl), les PCs effectuent generalement un clivage en C-terminal d'une paire de 
residus basiques du type Arg-Arg j ou Lys-Argj (positions Pj-Pij). Cependant, le site 
de reconnaissance des PCs semble s'etendre davantage en N-terminal du site de clivage, 
pour y inclure des residus basiques aux positions P4 et P6. Ceci est particulierement vrai 
pour la furine, dont le site minimal de clivage peut etre resume a R-x-x-RJ,, puisque la 
presence de residus Arg aux positions Px et P4 est essentielle. Les residus en position P2 
et P6 ne sont pas essentiels, mais augmentent de beaucoup l'efficacite de clivage 
(THOMAS 2002). D'un autre cote, les sites de clivages de PC2 et de PCI/3 ne 
contiennent generalement pas de residus basiques aux positions P4 et P6, temoignant 
ainsi de differences dans le motif preferentiel de reconnaissance de substrats d'une PC a 
l'autre (ROUILLE etal., 1995, THOMAS etal., 1991). 
Malgre la specificite de clivage des PCs, 1'absence d'une connaissance 
approfondie des determinants moleculaires menant a la specificite de clivage empeche 
encore aujourd'hui de predire si un site sera exclusif (ou hautement preferentiel) a l'une 
ou l'autre des PCs. De nombreux substrats associes aux PCs ont ete identifies et leurs 
sites de clivage alignes, mais ces derniers sont generalement associes a la furine et non 
avec toutes les PCs. En effet, tres peu d'etudes etablissent le profil de clivage de chacune 
des PCs pour un substrat donne, rendant difficile d'etablir avec precision la position et la 
nature des acides amines preferentiels pour chaque PC. Lorsque realisee, ce genre de 
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caracterisation permet d'illustrer qu'un substrat peut generalement etre clive par 
plusieurs PCs, mais avec des niveaux d'efficacites variables. C'est le cas de la 
glycoprotein gpl60 du VIH, dont le clivage etait initialement attribue a la furine 
(HALLENBERGER et al., 1992), et plus tard par PACE4, PC5/6 et PC7 (DECROLY et 
al., 1996). Cependant, seulement la furine, PC5/6 et PC7 sont exprimees de fa9on 
endogene dans les lymphocytes T, eliminant ainsi PACE4 de la liste des enzymes de 
maturation potentielles pour cette proteine (DECROLY et al., 1997', MIRANDA et al., 
1996). 
Le concept de redondance s'appuie done sur l'hypothese que les PCs pourraient 
partager certaines fonctions catalytiques dans les cellules, permettant ainsi de maintenir 
un etat physiologique en l'absence d'une PC. Ce concept est appuye par les etudes de 
maturation de precurseurs realisees in vitro et ex vivo, mais egalement par les etudes de 
localisation cellulaire qui mettent en evidence la co-distribution subcellulaire et 
tissulaire de plusieurs PCs (tableau 2 et figure 4). En effet, les cellules expriment non 
seulement un «cocktail» de PCs plutot qu'un seule, mais la nature des PCs exprimees 
change d'un type cellulaire a l'autre (BERGERON et al, 2000). 
2.1 Contexte physiologique normal 
La creation de souris knockout (KO) pour les PCs a permis de reveler l'existence 
de substrats specifiques pour certaines PCs, mais egalement un haut niveau de 
redondance fonctionnel (tableau 4; (SCAMUFFA et al., 2006)). En effet, la souris KO 
pour la furine, PC6B et PACE4 (environ 25% pour cette derniere) meurent au stade 
embryonnaire. Ces resultats illustrent que ces enzymes jouent des roles specifiques et 
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uniques lors de l'embryogenese. En contraste avec les souris KO pour la furine, le 
phenotype des souris dont l'inactivation de la furine est limitee au foie donne un tout 
autre resultat (ROEBROEK et al., 2004). En effet, contrairement aux souris dont 
l'inactivation systemique de la furine est letale, ces souris se developpent normalement. 
Ces animaux illustrent que la fonction specifique d'une PC peut etre associee au 
contexte physiologique dans lequel elle est exprimee. D'ailleurs, 1'analyse de substrats 
hepatiques prealablement associes a la furine a revele une redondance dans leur clivage. 
Cependant, la quantite de produit clive varie d'un substrat a l'autre, confirmant que 
plusieurs PCs peuvent cliver un mSme substrat, mais a des degres d'efficacite differents. 
Cependant, les souris KO pour PC7 n'affichent aucun phenotype detectable, illustrant 
une apparente redondance pour cette enzyme. Les souris PC4-KO affichent un certain 
niveau de specificite pour cette enzyme, puisque ces dernieres ont une fertilite reduite. 
De leur cote, les souris PC2- et PC1/3-KO ont illustre que ces enzymes avaient 
des fonctions specifiques, puisque les souris, bien que viables, affichent des 
dereglements hormonaux associes a un defaut dans la maturation de certains precurseurs 
tels que la proinsuline, le proglucagon, la POMC et la prodynorphine. D'autre part, une 
etude proteomique comparant le contenu neuropeptidique de souris PC1/3-KO avec les 
souris de type sauvage a illustre le caractere redondant de la maturation de nombreux 
peptides physiologiquement importants (PAN et al., 2005). En effet, des peptides 
derives de POMC et de la provasopressine ont affiche tres peu de changements dans leur 
production. Ceci peut etre explique par la co-localisation de ces deux substrats avec PC2 
et PCI/3, illustrant une fois de plus la redondance de deux PCs pour un meme substrat. 
De plus, il a ete demontre que les souris PC1/3-KO affichaient des niveaux d'expression 
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d'ARNm de POMC superieurs aux souris de type sauvage, illustrant qu'avec des 
niveaux superieurs de substrats, une PC peut compenser pour l'absence d'une autre, 
malgre une efficacite de clivage moindre (ZHU et al., 2002b). Une etude proteomique 
quantitative similaire sur le contenu neuropeptidique d'hypothalamus de souris PC2-KO 
a permis l'analyse de 53 peptides issus de 21 precurseurs distincts (PAN et al., 2006). 
De ce nombre, un tiers des neuropeptides retrouves chez les souris de type sauvage 
etaient indetectables dans les souris PC2-KO; alors qu'un autre tiers etait retrouve dans 
les deux lignees de souris, mais a des niveaux reduits de 25% a 75% chez les souris 
deficientes en PC2. Done, cette PC a une specificite de clivage qui lui est propre pour 
bon nombre de sites, appuyant l'hypothese que les PCs ont des fonctions specifiques 
dans la cellule. 
En resume, les etudes avec les souris KO ont permis d'affirmer que certains 
substrats sont specifiques a une PC, mais certains facteurs peuvent influencer cette 
specificite. Ainsi, la specificite fonctionnelle des PCs est non seulement associee a la 
specificite de clivage (i.e. sequence en acides amines et accessibilite de ce site de 
clivage), mais egalement au patron d'expression tissulaire des PCs a un moment precis 
(par exemple lors du developpement embryonnaire) et a leur localisation subcellulaire 
(i.e. voies de secretion constitutive, regulee ou surface extracellulaire). 
2.2 Contexte pathophysiologique 
Tel que mentionne precedemment, une dysfonction des PCs peut etre associee a 
plusieurs maladies considerant la nature variee de leurs substrats (TAYLOR et al., 
2003). C'est le cas pour le cancer, dont l'implication avec les PCs a ete suspectee peu 
127 
apres leur decouverte (CLARK et al., 1993). Les etudes subsequentes sur les PCs et le 
cancer ont apporte un point de vue different au concept de redondance fonctionnelle de 
cette famille d'enzyme (BASSI et al., 2005a). Par exemple, une forte expression de 
PCI/3 et PC2 a ete associee aux tumeurs neuroendocriniennes, suggerant un r61e de ces 
dernieres dans les tumeurs avec phenotype endocrinien (JIN et al., 1999). Des hauts 
niveaux d'expression de la furine ont egalement ete observes dans differents types de 
cancers tels que les cancers du poumon, du sein, des ovaires et cervicaux. De raeme, une 
elevation des niveaux de PACE4 a egalement ete observee chez certains cancers du sein 
et cervicaux (KHATIB et al., 2002). Done, une ou plusieurs PCs peuvent etre 
surexprimees dans un cancer donne. II semblerait par contre que certaines PCs sont 
exclusivement associees a un type de cancer. En effet, une etude recente associe les 
hauts niveaux d'expression de la furine dans le cancer des ovaires aux faibles taux de 
survie des patientes atteintes (PAGE et al., 2007). Ainsi, dans ce type de cancer, PACE4 
et PC7 ne semblent pas jouer un role important dans le developpement et le maintien du 
cancer, puisque leur expression n'est pas augmentee dans les cellules ovariennes 
cancereuses. 
Le changement dans les niveaux d'expression d'une PC selon le contexte 
physiologique est bien illustre par une etude ou la conversion d'un carcinome epithelial 
en une forme maligne par traitement chimique a resulte en de fortes hausses des niveaux 
d'expression de PACE4 (HUBBARD et al., 1997). D'ailleurs, une autre etude a 
demontre que la surexpression de PACE4 dans des lignees cellulaires de keratinocytes, 
initialement peu invasives, transformait ces dernieres en une forme plus maligne capable 
d'invasion (MAHLOOGI et al., 2002). Cette modification du phenotype cellulaire 
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confirme que la surexpression de PACE4 peut mener a l'acquisition de caracteristiques 
associees a un etat pathophysiologique. Une autre etude a associe PC5/6 au cancer du 
colon, puisque l'analyse de diverses lignees cellulaires humaines a revele de hauts 
niveaux d'expression de cette PC (ROVERE et al., 1998). De notre cote, l'analyse de 
tissus cancereux humains de prostate par une approche de PCR quantitatif nous a permis 
d'associer la surexpression de PACE4 a ce type de cancer (figure 19). En effet, cette PC 
etait la seule surexprimee parmi les autres PC testees (incluant la furine, PC5/6 et PC7). 
Au-dela de ces etudes associant la surexpression d'une ou plusieurs PCs avec 
differents cancers, des preuves associant directement les PCs a la progression tumorale 
ont ete rapportees pour differents modeles de cancers cervicaux (BASSI et al., 2003, 
LOPEZ DE CICCO et al., 2005), du cerveau (MERCAPIDE et al., 2002), colorectal 
(SCAMUFFA et al, 2008) et du sein (LAPIERRE et al, 2007), Les resultats 
presentes dans cette these permettent d'ailleurs d'ajouter le cancer de la prostate a cette 
liste. 
Ainsi, il est suggere que la surexpression d'une ou plusieurs PCs permet aux 
cellules cancereuses de maintenir leur etat pathophysiologique (i) par la maturation de 
precurseurs associes a la proliferation cellulaire, (if) par le remodelage de la matrice ou, 
(Hi) par l'interaction avec les autres cellules ou le milieu extracellulaire. Cependant, la 
nature des PCs surexprimees dans les differentes cellules cancereuses change, suggerant 
ainsi que chacune d'entre elles contribue differemment au maintien de cet etat. Ainsi, 
malgre 1'existence d'une redondance de clivage pour un meme substrat dans un contexte 
physiologique normal, la specificite fonctionnelle des PCs pourrait se reveler dans un 
contexte pathophysiologique precis ou les besoins cellulaires sont differents. 
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Cependant, il est encore impossible de predire la nature des precurseurs clives 
par chacune des PCs dans un contexte precis. Les essais de clivage in vitro ou ex vivo ne 
reproduisent pas necessairement un environnement cellulaire representatif de la realite, 
incluant la localisation subcellulaire de 1'enzyme et de son substrat, de meme que la 
quantite relative de chacune de ces molecules. Ainsi, les clivages observes peuvent etre 
non representatifs de la realite et mener a de fausses interpretations. C'est pourquoi il est 
essentiel de realiser des etudes visant a mieux comprendre l'implication de chaque PC 
pour la maturation de substrats dans un contexte cellulaire. Une telle caracterisation des 
fonctions specifiques des PCs permettrait de mieux cibler d'eventuelles therapies contre 
ces pathologies. L'approche que nous avons empruntee pour realiser cette caracterisation 
fonctionnelle des PCs implique l'inhibition de l'activite d'une PC precise dans un 
modele cellulaire ou cette derniere est exprimee de facon endogene. Ainsi, il sera 
possible d'evaluer les consequences de cette inhibition sur la nature des precurseurs 
endogenes clives ou sur le comportement cellulaire decoulant d'un tel traitement. 
3. Inhibition des PCs 
Dans le but de comprendre la contribution de chaque PC dans la tumorigenese, 
l'utilisation d'inhibiteurs specifiques et puissants pour chaque membre de la famille est 
une necessite. II existe deux types d'approches: l'une pharmacologique (ciblant 
l'enzyme) et l'autre moleculaire (ciblant le gene codant pour l'enzyme). 
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3.1 Inhibiteurs enzymatiques 
Considerant le large eventail de processus physiologiques impliquant les PCs, il 
n'est pas surprenant que le developpement d'inhibiteurs enzymatiques soit l'objet de 
plusieurs etudes. Plusieurs strategies, principalement basees sur 1 'utilisation de peptides 
ou de polypeptides optimises pour cibler les PCs, sont actuellement exploiters avec 
l'objectif d'obtenir des inhibiteurs specifiques et puissants (figure 6; (FUGERE et 
DAY 2002, FUGERE et DAY 2005)). Jusqu'a maintenant, les inhibiteurs testes ne 
regroupent pas ces deux caracteristiques essentielles. 
L'un des inhibiteurs couramment utilises est l'analogue de substrat decanoyle-R-
V-K-R-chloromethylcetone (dec-RVKR-cmk), qui inhibe toutes les PCs avec un Kj de 
0.1-2 nM (JEAN et al., 1998). Ainsi, son utilisation dans une etude ou la specificite 
envers une PC est necessaire est peu envisageable. Un autre inhibiteur peptidique, qui 
inclut une sequence riche en arginine, le nona-D-arginine, a demontre une forte 
puissance pour le furine (K~l nM; (KACPRZAK et al., 2004)). Cependant, ce peptide 
affiche egalement un manque de selectivite, puisqu'il est un puissant inhibiteur de PC5/6 
et PC7 (FUGERE et DAY 2005). 
Une autre approche d'inhibition des PCs passe par l'utilisation d'inhibiteurs 
peptidiques contenant un site de reconnaissance pour la furine, tel que l'antitrypsine-
Portland (arAT-PDX). Cet inhibiteur est capable d'inhiber efficacement la furine 
(K-0.6 nM), mais egalement PC5/6 (K;=2.3 nM) et possiblement PACE4 (JEAN et al., 
1998, TSUJI et al., 1999). Done, l'utilisation de cet inhibiteur pour cibler la furine 
necessiterait un controle accru de la concentration utilisee, element difficilement 
controlable lorsque utilise avec un systeme d'expression cellulaire. De plus, sa forte 
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taille (45 kDa) limite son utilisation comme inhibiteur applique de facon exogene, mais 
il pourrait etre utile pour bloquer certains evenements de maturation ayant lieu a la 
surface cellulaire. Par contre, la surexpression de a rAt-PDX dans differentes lignees 
permet d'inhiber la maturation de divers precurseurs associes a la voie de secretion 
constitutive, lieu d'action de la furine et PC5/6, permettant un certain degre de 
specificite lorsque employe de cette facon (BENJANNET et al., 1997). 
Une autre approche d'inhibition polypeptidique couramment utilisee est basee 
sur l'utilisation des prodomaines des PCs. Ces molecules inhibitrices des PCs sont 
normalement associees a l'enzyme lors de sa synthese, agissant ainsi en cis avec le site 
catalytique. Cependant, elles peuvent egalement etre utilisees en trans, soit par l'usage 
des prodomaines complets ou de peptides derives de ceux-ci (FUGERE et al., 2002). La 
caracterisation in vitro de ces inhibiteurs a confirme leur grande puissance (nM), mais 
egalement un manque de specificite en vers les autres PCs. Par exemple, le prodomaine 
de la furine affiche un K; de 4 nM pour la furine, mais une plus forte puissance pour 
PC5/6, avec un K; de 0.4 nM (ZHONG et al., 1999). Ce manque de selectivite est bien 
illustre par une etude sur la maturation du proVEGF-C par PC5/6 dans les cellules CHO 
{chinese hamster ovary). En effet, on observe que le clivage du precurseur est 
significativement reduit par la surexpression du prodomaine de PC5/6, mais egalement 
par l'expression des prodomaines de PACE4 et de la furine (NOUR et al., 2003). 
3.2 Inhibiteurs moleculaires 
Plusieurs approches ciblant selectivement un ARNm furent developpees au cours 
des vingt-cinq dernieres annees, soit les ribozymes, les oligodeoxynucleotides (ODN) 
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antisens et les petits ARN interferents (siRNA; figure 7). Toutes ces methodes ont 
demontre leur potentiel pour une utilisation cellulaire. Cependant, dies font toutes face 
aux memes problemes lorsque utilisees dans un tel contexte : elles doivent etre presentes 
en quantites suffisantes, etre stables, et les evenements de clivage non-specifiques 
doivent etre minimises. De plus, elles ne doivent pas declencher des reponses cellulaires 
liees a la reponse a 1'interferon, causant un arret de la synthese proteique et une 
degradation globale de l'ARN (KURRECK 2003, SCHERER et ROSSI 2003)). 
3.2.1 Le ribozyme delta (5Rz) 
Tres tot dans le projet, nous avons opte pour 1'utilisation du 5Rz comme plate-
forme de developpement d'inhibiteurs moleculaires des PCs; malgre une absence de 
preuve d'efficacite dans un modele ex vivo (ASIF-ULLAH et al., 2007). Ce choix etait 
logique pour nous, principalement parce que les autres grandes methodes couramment 
utilisees, soit: les ODNs antisens, les siRNAs et les ribozymes de type hammerhead, 
affichaient des lacunes au niveau de leur efficacite, de leur specificite et/ou de leur 
activite changeante d'un type cellulaire a 1'autre (HANNON 2002, LEBEDEVA et 
STEIN 2001, LYNGSTADAAS 2001). En effet, les caracteristiques du 8Rz 
concernant sa stabilite cellulaire, sa specificite de clivage in vitro et sa presence dans les 
cellules hepatiques humaines infectees par le virus de l'hepatite delta (indiquant sa 
capacite de fonctionner dans cet environnement cellulaire) nous ont convaincues de le 
tester dans des cellules en culture (BERGERON et al., 2003b). En effet, une etude 
comparant Pactivite in vitro et in vivo du 5Rz demontre que, par sa nature a fonctionner 
dans les cellules humaines (lors d'infections des hepatocytes par le virus de l'hepatite 
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delta), cet ARN catalytique a une bonne efficacite dans un contexte cellulaire, malgre 
F activite in vitro modeste des molecules testees (KATO et al., 2001). De plus, une 
autre etude demontre que la stabilite du SRz dans un environnement cellulaire est 
beaucoup plus elevee que les ribozymes hammerhead, soit une demi-vie > 100 heures 
versus 10 heures, respectivement (LEVESQUE et al., 2002). Cependant, le defi etait 
de taille compte tenu qu'aucune etude avec le SRz n'avait ete realisee pour les PCs. Par 
contre, les recents developpements des methodes de design et de selection de SRz 
selectifs nous permettait d'aborder ce projet avec confiance (BERGERON et 
PERREAULT2002). 
Ciblage de PC2 avec un SRz specifique chez les pTC-3 
Dans le but de valider une approche d'inhibition moleculaire dans un modele 
cellulaire, nous avons developpe un SRz specifique et efficace contre l'ARNm de PC2 
dans des cellules en culture de souris. II s'agit de la premiere demonstration de 
1'efficacite du SRz comme inhibiteur moleculaire d'un ARNm exprime de facon 
endogene (D'ANJOU et al., 2004). La demonstration d'une forte reduction des niveaux 
d'ARNm de PC2 par le SRz, combinee a une preuve d'inhibition fonctionnelle (par 
Fabsence d'un produit de clivage exclusif a cette enzyme, la Dyn-A-1-8) confirme 
Futilite de cette plate-forme pour le developpement de nouveaux SRz ciblant d'autres 
PCs. 
De plus, cette lignee cellulaire sans activite de PC2 allait permettre des etudes 
proteomiques basees sur F analyse par spectrometrie de masse de fractions d'HPLC 
issues d'extractions proteiques de cellules controles et cellules sans activite pour PC2. 
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De ce fait, nous avons pu identifier un substrat naturel specifique a PC2, soit la 
secretogranine II (Sgll). Cette proteine de la famille des chromogranines a ete associee a 
la formation de structures apparentees aux granules de secretion lorsque surexprimee 
dans des cellules sans voie de secretion regulee (BEURET et al., 2004). La Sgll contient 
plusieurs paires d'acides amines basiques potentiellement clivables par les PCs, 
particulierement PC2 et PC 1/3 considerant leur co-localisation cellulaire (HOFLEHNER 
et al., 1995, ZHAO et al., 2006). La secretoneurine (SN), issue de cette maturation est 
un peptide de 33 acides amines avec de multiples fonctions cellulaires au niveau du 
systeme nerveux central, notamment dans la neurotransmission dopaminergique et la 
reponse inflammatoire (WIEDERMANN 2000). Cependant, les peptides que nous avons 
identifies correspondent aux fragments 527-568 et 598-612 de la secretogranine II et se 
retrouvent en C-terminal du precurseur Sgll. Etonnement, leur production cellulaire 
n'avait jamais ete repertoriee auparavant, malgre la presence de sites de clivage 
potentiels pour les PCs. Quelque mois apres la publication de nos resultats, une etude a 
demontre l'existence d'un peptide de 40 acides amines dans le systeme 
neuroendocrinien de rat (YAJIMA et al., 2004). Ce peptide, nomme manserine, 
correspond au peptide 527-568 de la secretogranine II identifie dans notre etude. De 
plus, une experience de co-localisation de la manserine avec l'ACTH, un marqueur des 
corticotropes, n'a revele aucune co-localisation, malgre la presence de secretogranine II. 
Cependant, une telle co-localisation a ete observee pour la FSH, un marqueur des 
gonadotropes. Sachant que les corticotropes expriment majoritairement PCI/3, alors que 
les gonadotropes co-expriment PC2 et PCI/3, les observations faites avec notre lignee 
(3TC-3 deficiente en PC2 appuient 1'hypothese que la manserine est un neuropeptide 
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exclusivement produit par Taction catalytique de PC2 (DONG et DAY 2002). Done, 
non seulement notre approche a permis d'identifier un nouveau neuropeptide issu de la 
maturation de la secretogranine II, mais elle a aussi permis de confirmer que PC2 etait 
l'unique responsable pour ce clivage, puisque PCI/3 etait toujours present dans ces 
cellules. 
3.2.2 Le SOFA-ribozyme delta (SOFA-8Rz) 
Afin d'assurer un ciblage specifique d'un ARNm chez l'humain, il a ete estime 
qu'une reconnaissance sur quinze a seize nucleotides consecutifs est souhaitable pour 
statistiquement discriminer un ARNm uniqe de l'ensemble des ARNm exprimes dans 
une cellule (PERACCHI 2004). Ainsi, la specificite de reconnaissance sur sept 
nucleotides du oRz avec l'ARN cible semblait un peu juste pour assurer un ciblage 
specifique d'un seul ARNm lorsque utilise chez des cellules, meme en considerant que 
les 4 nucleotides en position -1 a -4 du substrat sont importants pour un clivage efficace 
(BERGERON et al., 2003b). Cependant, le developpement d'un ribozyme de nouvelle 
generation, contenant un module assurant 1'activation du SRz seulement en presence du 
substrat approprie, allait lever tout doute concernant la specificite de cet inhibiteur 
moleculaire (figure 9; (BERGERON et PERREAULT 2005)). Ce module, appele 
SOFA {switch on/off adapter), ajoute non seulement un aspect de specificite 
supplemental au 5Rz, mais egalement de nouvelles proprietes. 
En effet, le biosenseur joue un role important dans la reconnaissance du substrat. 
D'ailleurs, l'insertion de mesappariements sur un ou deux nucleotides d'un biosenseur 
d'une longueur de dix nucleotides diminue d'au moins dix fois la constante de 
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specificite (kcat/Km), allant meme jusqu'a vingt-cinq fois. Des mesappariements sur un 
plus grand nombre de nucleotides avaient des consequences encore plus dramatiques sur 
l'activite catalytique des SOFA-6Rz testes (BERGERON et al, 2005). II est a noter 
que ces substrats contenaient tous une sequence complementaire a la tige PI du 6Rz, 
done seulement les effets d'un mesappariement du biosenseur etaient mesures dans ces 
experiences. En considerant la faible probabilite qu'une sequence partiellement 
complementaire au biosenseur soit a proximite d'une sequence complementaire a la tige 
PI du SOFA-SRz, essentielle a l'activite catalytique, il est juste de croire que ce 
ribozyme sera un inhibiteur moleculaire tres specifique dans un contexte cellulaire. Dans 
notre cas, nous avons opte pour un SOFA-6Rz ayant un biosenseur de 12 nucleotides, 
auxquels sont ajoutes les 7 nucleotides de la tige PI, menant a 17 le nombre de bases 
impliquees dans la reconnaissance du substrat. 
Le module SOFA procure, en plus d'un element de specificite superieur a son 
predecesseur, une amelioration de l'efficacite catalytique. En effet, la caracterisation 
d'un SOFA-6Rz ciblant l'ARN du virus de l'hepatite delta a revele que la constante 
kcat/KM du SOFA-5Rz etait six fois plus elevee que celle mesuree pour le 8Rz seul 
(LEVESQUE et al., 2007). Done, toute cette caracterisation in vitro nous a convaincu 
de fabriquer et de tester un SOFA-5Rz dirige contre l'ARNm de PACE4 dans une lignee 
cellulaire humaine. 
Ciblage de PACE4 avec un SOFA-SRz chez les cellules DU145 
La premiere etape dans la creation d'un SOFA-5Rz est la selection du site de 
clivage. Nous avons opte pour une approche bioinformatique permettant de confirmer 
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que la sequence du biosenseur et de la tige PI du ribozyme selectionne etait unique a 
l'ARNm cible (application Ribosubstrate; (LUCIER et ah, 2006)). Par la suite, un essai 
de clivage in vitro avec l'ARN codant pour la proteine d'interet permet de confirmer 
l'activite du SOFA-6Rz au site choisi (figure 20). La specificite de clivage in vitro a ete 
partiellement confirmee par 1'incubation de ce meme SOFA-5Rz avec l'ARN codant 
pour une autre proteine, alors qu'aucun clivage non-specifique n'a pu etre observe 
(donnees non publiees). 
L'expression cellulaire du SOFA-5Rz selectionne a confirme que ce dernier etait 
actif, reduisant les niveaux d'ARNm de PACE4 de 70% par rapport aux cellules DU145 
non-transfectees (figure 21). Cette reduction d'expression de l'ARNm cible est moins 
elevee que la reduction obtenue avec le oRz ciblant PC2. Bien que surprenante, cette 
difference est peut-etre explicable par la nature de la proteine ciblee. En effet, tres peu 
de cellules transferees ont reussi a croitre convenablement, suggerant que le clone 
selectionne affiche des niveaux d'ARNm de PACE4 a la limite de la capacite de croitre. 
II est possible qu'en deca de ces niveaux d'expression, les cellules DU145 ne puissent 
plus proliferer, contrairement aux cellules |3TC-3, qui ont bien reagi aux niveaux reduits 
de PC2. Ainsi, ce resultat n'indique pas necessairement une activite cellulaire du SOFA-
8Rz plus faible que son homologue d'ancienne generation, mais suggere plutot que la 
nature de l'ARNm cible peut influencer grandement le comportement cellulaire. Au-dela 
de la nature de l'ARNm cible et des consequences cellulaires de sa reduction, d'autres 
facteurs ont pu influencer l'activite intracellulaire de notre SOFA-5Rz contre PACE4, 
incluant une activite catalytique moins efficace que sont predecesseur dans un tel 
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environnement, une association a des proteines cellulaires ou une moins bonne 
exportation au cytoplasme suivant sa transcription dans le noyau. 
A titre de controle, nous avons opte pour la reinsertion de PACE4 dans notre 
lignee clonale exprimant le SOFA-6Rz (figure 21). Le but de cette transfection etait 
d'avoir un controle issu de la meme lignee cellulaire, evitant ainsi les variations 
possibles observees d'un clone a 1'autre, provenant par exemple de la transfection. Par 
contre, nous savions qu'il s'agissait d'un pari risque, puisque ces cellules expriment 
toujours le ribozyme ciblant PACE4, rendant vulnerable l'ARN codant pour PACE4 issu 
de la transfection a Taction de l'ARN catalytique co-exprime. Nous avons ete surpris de 
constater que les niveaux d'expression de PACE4 ont augmente presque au niveau de 
ceux endogenes (figure 21). Ainsi, ce resultat indique que l'activite du SOFA-oRz est 
saturable, mais que cette limite a ete atteinte des suites d'une surexpression issue de la 
transfection d'un ADNc sous le controle d'un promoteur constitutif (promoteur CMV). 
Malgre une specificite d'action du SOFA-SRz bien caracterisee in vitro, 
1'evaluation de cette specificite au niveau cellulaire reste a demontrer. Dans notre etude, 
nous avons demontre par buvardage de type Northern que les niveaux d'ARNm codant 
pour les autres PCs exprimees de facon endogene affichent de legeres variations, 
particulierement dans la lignee 4-2+PACE4, ou les niveaux d'ARNm de la furine et PC7 
semblent diminues. Cependant, ces variations ne sont pas du meme ordre que celle 
observee pour PACE4 dans la lignee 4-2 et pourrait etre le resultat d'une adaptation 
cellulaire suivant la re-introduction partielle de PACE4 (figure 21). Ainsi, ce resultat 
permet d'affirmer que le SOFA-5Rz utilise ciblait specifiquement PACE4. Cependant, il 
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n'est pas exclu que le SOFA-SRz affecte les niveaux d'autres ARNm non-apparentes a 
lafamille des PCs. 
Speciflcite du SOFA-dRz versus les autres inhibiteurs moleculaires ciblant I'ARNm 
Dans le but d'eviter les effets secondaries, l'aspect de specificite d'action dans 
un contexte cellulaire est primordial dans le developpement d'un inhibiteur moleculaire 
tel que le SOFA-SRz. Aucune approche employee actuellement ne garantit 1'absence 
d'effets non-specifiques, autant pour les ODN antisens, les ribozymes de type 
hammerhead que les siRNA (DENOVAN-WRIGHT et al, 2008, SCHERER et 
ROSSI 2003). Ceci est particulierement vrai pour les siRNA qui, bien qu'originalement 
identifies comme tres specifiques pour l'ARNm cible, ont recemment fait l'objet 
d'etudes plus approfondies a cet egard. En effet, des etudes recentes ont attribue des 
effets non-specifiques aux siRNA (0 a la degradation d'ARNm partiellement 
complementaires a la sequence du siRNA, (ii) a l'induction de la reponse a l'interferon 
et, (Hi) a l'inhibition de la traduction d'ARNm partiellement hybrides (JACKSON et 
LINSLEY 2004). Plusieurs raisons sont proposees pour expliquer ces effets 
secondaires : (i) la saturation de la machinerie cellulaire empruntee par les siRNA, (ii) le 
blocage de l'exportation nucleaire de petits ARN endogenes essentiels au bon 
fonctionnement de la cellule, (Hi) l'activation de l'interferon, (iv) l'activation du clivage 
par la machinerie cellulaire meme si un siRNA est partiellement hybride et, (v) l'arret de 
la traduction de proteines par des siRNA partiellement complementaires a un ARNm 
(DENOVAN-WRIGHT et al., 2008, JACKSON et LINSLEY 2004). 
140 
Le SOFA-5Rz n'est pas a l'abri de tels effets secondaires. Cependant, le fait que 
cette molecule n'utilise pas un mecanisme cellulaire pour accomplir sa tache permet 
d'eliminer certains aspects uniques aux siRNAs et aux ODN antisens. De plus, sa 
specificite de clivage etant bien caracterisee in vitro, nous pouvons mieux prevoir les 
effets secondaires possibles, contrairement aux siRNA, dont le mecanisme d'action est 
encore mal compris. Ceci est particulierement vrai depuis la decouverte des miRNA 
(microRNA), molecules similaires au siRNA, mais naturellement produites dans les 
cellules pour controler la traduction de proteines via des hybridations partiellement 
complementaires aux ARNm (ROSS et al., 2007). De plus, les ribozymes ne sont pas 
reconnus pour activer 1'interferon, contrairement a certains siRNA (SLEDZ et al., 
2003). Malgre ces avantages, les SOFA-5Rz sont susceptibles de Her des proteines 
endogenes en agissant comme aptamere, comme il a ete demontre pour le ribozyme de 
type hammerhead (SIOUD 1994). Cependant, des donnees obtenues avec le 8Rz 
indiquent qu'un tel evenement ne semble pas se produire (LEVESQUE et al., 2002). 
Done, malgre des caracteristiques intrinseques minimisant les potentiels effets 
secondaires, il sera essentiel de determiner, a l'aide d'analyses proteomiques et 
genomiques, si le SOFA-8Rz est specifique a 1'ARNm contre lequel il est cible. Nous 
avons d'ailleurs entame une etude genomique en collaboration avec le Dr. Rodney 
Ouellette (Institut Atlantique de Recherche sur le Cancer, Moncton, NB) en vue de 
caracteriser le profil des ARNm exprimes dans nos cellules exprimant le SOFA-oRz. 
Les donnees preliminaires comparant le profil d'expression genetique de notre lignee 
DU145 exprimant le SOFA-5Rz (cellules 4-2) a celui d'une autre lignee DU145 
exprimant un ARN catalytiquement inactif ont demontre qu'une centaine d'ARNm 
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affichent des variations moderees (de l'ordre de 3 fois moins). Considerant la nature de 
cellules employees, ces variations seraient le resultat de Faction du ribozyme actif dans 
l'environnement cellulaire, puisque la lignee de reference dans ce cas-ci exprime un 
ribozyme inactif, eliminant ainsi les differences issues de la transfection. Cependant, 
l'expression d'aucun gene ne varie de facon tres importante, ce qui semble surprenant, 
mais qui pourrait s'expliquer par l'activite residuelle de PACE4 toujours present dans la 
lignee 4-2. Le tableau 5 expose quelques genes retrouves dans cette liste qui sont 
associes au cancer de la prostate. Evidemment, d'autres genes (non montres) pourraient 
etre associes a la proliferation cellulaire, c'est le cas du VEGF-B ou du recepteur a 
l'interleukine 21, par exemple, dont l'expression est augmentee dans les cellules 4-2. 
Une analyse approfondie, de meme que la realisation de nouvelles experiences de ce 
type nous permettra d'evaluer de quelle facon PACE4 pourrait etre reliee au cancer de la 
prostate. 
Expression cellulaire du SOFA-dRz 
L'utilisation des ribozymes dans un environnement cellulaire necessite tout 
d'abord que ce dernier puisse entrer en contact avec sa cible. Par contre, l'internalisation 
cellulaire d'un ribozyme present dans l'environnement extracellulaire est inefficace, 
puisque les ribozymes sont de grosses molecules chargees negativement (ASIF-
ULLAH et al., 2007). Cependant, cet inhibiteur moleculaire etant constitue d'ARN, il 
est possible d'utiliser un systeme d'expression cellulaire base sur l'utilisation d'un 
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Numero 
d'accession 
Nom du gene Implication dans le 
cancer de la prostate 
Reference 
Genes diminues 
NM_000604.2 
NM_173054.1 
NM_13 8573.1 
NM_001446.3 
Homo sapiens 
fibroblast growth 
factor receptor 1 
(FGFR1) 
Homo sapiens reelin 
(RELN) 
Homo sapiens 
neuregulin 4 
Homo sapiens fatty 
acid binding protein 
7,brain(FABP7) 
Surexpression selective 
dans le cancer de la 
prostate 
Marqueur d'aggressivite 
du cancer de la prostate 
Surexpression associee 
aux stades avances du 
cancer de la prostate 
Surexpression dans les 
carcinomes de prostate 
(SAHADEVAN 
et al, 2007) 
(PERRONE et 
al, 2007) 
(HAYES et al, 
2007) 
(ADAMSON et 
al, 2003) 
Genes augmentes 
NM_002084.2 
NM_173831.2 
NM_001819.1 
NM_002823.2 
NM_032935.1 
Homo sapiens 
glutathione 
peroxidase 3 
(plasma) (GPX3) 
Homo sapiens 
hypothetical protein 
LOC286075 
Homo sapiens 
chromogranin B 
Homo sapiens 
prothymosin alpha 
(PTMA) 
Homo sapiens 
metallothionein IV 
(MT4) 
Hypermethyle et inactive 
dans le cancer de la 
prostate 
Antigene exprime dans le 
cancer de la prostate 
Marqueur 
neuroendocrinien du 
cancer de la prostate 
Associe a la 
differentiation et a la 
progression des cellules 
du cancer de la prostate 
Role possible dans 
l'oncogenese du cancer de 
la prostate 
(DOBOSY et al, 
2007) 
(NESSLINGER 
et al, 2007) 
(YUAN etal, 
2006) 
(SUZUKI et al, 
2006) 
(BAY et al, 
2006) 
Tableau 5. Analyse genomique preliminaire des lignees cellulaires DU145 
Analyse par micropuces d'ADN pour etablir une liste partielle de genes associes au 
cancer de la prostate dont 1'expression est diminuee ou augmentee (3 fois ou moins) 
chez les cellules DU145 avec niveaux reduits de PACE4 lorsque compare a une lignee 
DU145 controle exprimant un ribozyme inactif. 
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vecteur d'ADN. Dans notre cas, nous avons opte pour une approche non-virale pour 
l'introduction de notre vecteur d'expression par l'utilisation d'un lipide cationique 
(lipofectamine2000). Bien qu'exempte des possibles problemes de toxicite et 
d'immunoreactivite associes a l'emploi de certaines methodes de livraison virale, cette 
approche n'offre pas des taux de transfection aussi eleves que ces dernieres (GLOVER 
et al., 2005). D'ailleurs, les cellules DU145 n'ont jamais demontre un taux de 
transfection superieur a 20% lors de nos essais, ce qui constitue un desavantage lors de 
l'etablissement de lignees cellulaires stables. 
Le succes de l'utilisation des ribozymes est grandement influence par sa 
localisation intracellulaire. D'ailleurs il a ete demontre qu'un ribozyme etait plus 
efficace lorsqu'il se retrouvait dans le meme compartiment cellulaire que sa cible 
(KATO et al., 2001). Une facon de controler ce facteur est par l'utilisation de 
promoteurs controlant non seulement 1'expression du ribozyme, mais egalement sa 
localisation intracellulaire (BERTRAND et al., 1997). Nous avons opte pour une 
cassette d'expression basee sur l'utilisation du promoteur de l'ARN de transfert de la 
valine humain (ARNtVal; (D'ANJOU et al, 2004)). Ce promoteur utilise l'ARN 
polymerase III de l'hote, une enzyme dont la fonction naturelle est de produire en grande 
quantite des petits ARN (GEIDUSCHEK et TOCCHINI-VALENTINI 1988). En 
plus de demontrer de hauts niveaux de transcription, le promoteur ARNtVal permet le 
transport de l'ARN transcrit au cytoplasme grace au motif de l'ARN de transfert, qui est 
reconnu par les proteines nucleaires de transport de l'hote (KUWABARA et al., 1999). 
L'avantage de cette approche, en contraste aux promoteurs de transcription traditionnels 
utilisant l'ARN polymerase II, est qu'ils permettent la transcription de petits 
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ARN « propres » sans l'ajout de nucleotides non desires, a l'exception du motif ARNt 
essentiel au transport dans notre cas. En effet, les promoteurs utilisant l'ARN 
polymerase II ajoutent par exemple une coiffe en 5' et une queue poly(A) en 3' du 
transcrit, ce qui, pour nos besoins, pourrait influencer le repliement ou l'activite 
catalytique des ribozymes (RUIZ et al., 1997). 
Malgre ces avantages, certains points restent a ameliorer avec cette approche 
d'expression. En effet, nous avons remarque un niveau d'expression du SRz variable 
d'une lignee cellulaire a l'autre, influencant les niveaux d'inhibition de l'ARNm cible 
(figure 13). II est possible que ces variations puissent etre influencees, par exemple, par 
le lieu ou la quantite de cassettes d'expression integrees au genome, par la competition 
avec les autres petits ARN produits de fa9on endogene par l'ARN polymerase III (par 
exemple: ARNt, ARN ribosomal 5S et 7S), ou par la saturation des systemes 
d'exportation nucleaires. De plus, il n'est pas exclu que la surexpression d'ARNt puisse 
causer des effets indesirables au niveau cellulaire, par exemple en influencant les 
niveaux d'ARN ribosomal 5S ou 7S dans le cytoplasme suite a un mauvais transport de 
ces derniers par la machinerie d'exportation nucleaire. Finalement, par sa nature, ce 
promoteur est ubiquitaire et ne permet aucun controle de 1'expression de fa9on tissu 
specifique ou a l'aide d'inducteur, comme peuvent le faire certains promoteurs bases sur 
l'utilisation de l'ARN polymerase II. Ce type de controle pourrait etre utile dans certains 
cas, particulierement lorsque la reduction des niveaux d'ARNm de la cible cause un 
arret de la proliferation cellulaire, comme c'est le cas avec PACE4 chez les DU145. 
Bien que certains promoteurs inductibles utilisant l'ARN polymerase II et III aient ete 
developpes pour l'expression conditionnelle des siRNA, aucun d'eritre eux ne permet 
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l'exportation du transcrit au cytoplasme comme le fait le promoteur ARNtVal utilise dans 
nos etudes (SZULC et al., 2006). 
En resume, l'approche d'inhibition moleculaire basee sur l'expression d'un 
SOFA-5Rz chez des cellules en culture est tres prometteuse. En effet, la caracterisation 
de l'activite de cette molecule in vitro et chez les cellules en culture obtenue jusqu'a 
maintenant indique que cette approche peut rencontrer deux caracteristiques essentielles: 
la puissance et la specificite. De plus, sa grande versatilite nous a permis de cibler deux 
PCs dans deux lignees cellulaires differentes, ce qui est un autre avantage. 
Cependant, certaines perspectives d'ameliorations sont envisagees pour 
augmenter l'efficacite de notre molecule. Ces travaux sont importants afin d'assurer une 
activite optimale du SOFA-5Rz lorsque exprime dans les cellules. Par exemple, des 
efforts seront deployes pour augmenter l'activite de SOFA-5Rz, par la mise au point fine 
de certaines composantes de la molecule. Parmi celles-ci, l'optimisation de la longueur 
du biosenseur pourrait ameliorer l'activite catalytique de cette molecule en favorisant un 
meilleur relargage des fragments d'ARNm clives. De plus, il est possible que certains 
ajustements propres a une cible soient necessaires pour une activite amelioree, en 
exploitant par exemple certaines regions plus accessibles que d'autres. Enfin, il n'est pas 
ecarte d'utiliser plus d'un SOFA-5Rz contre la meme cible afin d'assurer une efficacite 
optimale. 
Dans le but d'optimiser l'expression des SOFA-8Rz dans les cellules, nous 
evaluerons un systeme d'expression base sur l'utilisation de lentivirus. Cette approche 
off re plusieurs avantages, particulierement relies a de hauts taux d'infection chez 
plusieurs types cellulaires difficilement transfectables et une integration dans le genome 
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permettant de faire durer l'effet sur plusieurs generations (BAI et al., 2003). De plus, les 
lentivirus ne semblent pas induire d'effets toxiques chez la cellule infectee, 
contrairement aux vecteurs adenoviraux (BRIDGE et al., 2003, HOLLON 2000). 
Done, bien que fonctionnelle, nous souhaitons ameliorer la technologie des SOFA-5Rz 
avec l'objectif d'avoir un inhibiteur moleculaire optimal, puisque la technologie dans sa 
forme actuelle semble etre saturable, tel que demontre par notre lignee cellulaire avec 
des niveaux de PACE4 retablis des suites d'une transfection (figure 21). 
4. Role de PACE4 dans le cancer 
Differentes etudes ont associe l'expression de PACE4 a la progression tumorale 
(BASSI et al., 2005a). Une etude des niveaux de PACE4 chez des carcinomes de la 
peau a associe un niveau eleve de cette PC aux lignees cellulaires les plus agressives. 
D'ailleurs, la surexpression de PACE4 dans les lignees moins agressives les ont 
converties en variantes plus invasives (HUBBARD et al., 1997). Cette raeme 
demonstration a ete faite chez des keratinocytes non-invasifs, qui ont ete convertis en 
cellules malignes par la surexpression de PACE4 (MAHLOOGI et al., 2002). La 
surexpression selective de PACE4 dans la couche basale de l'epiderme de souris 
transgeniques a demontre une plus grande susceptibilite de ces souris au developpement 
et a la progression de tumeurs. Une augmentation de la maturation des metalloproteases 
de la matrice MT1-MMP et MT2-MMP suggere un role de PACE4 dans 1'activation de 
la collagenase IV, enzyme active par ces deux metalloproteases (BASSI et al., 2005b). 
A notre connaissance, aucune etude n'a caracterise les effets de l'inhibition specifique 
147 
de PACE4 dans des cellules tumorales. Jusqu'a maintenant, la plupart des etudes de ce 
genre ont utilise soit l'inhibiteur general des PCs dec-RVKR-cmk (BASSI et al., 2003); 
soit les inhibiteurs polypeptidiques cq-AT-PDX (MERCAPIDE et al., 2002, 
SCAMUFFA et al, 2008) et les prodomaines des PCs (LAPIERRE et al, 2007, 
LOPEZ DE CICCO et al., 2005); ou des siRNAs (SCAMUFFA et al., 2008). 
Cependant, ces approches soulevent des questionnements lorsqu'il est question de 
specificite d'action, soit envers les autres PCs ou les autres proteines co-exprimees. 
Une seule etude a evalue la contribution des PCs dans le developpement et la 
croissance des cellules cancereuses de prostate. En effet, en utilisant l'inhibiteur dec-
RVKR-cmk chez les cellules LNCaP (cellules humaines du cancer de la prostate 
androgene-dependante), les auteurs ont demontre la contribution des PCs dans la 
generation du PDF (prostate derived factor; (UCHIDA et al., 2003)). Le PDF est un 
facteur de croissance (membre de la superfamille des TGF-|3) fortement exprime dans la 
prostate, ou il joue des roles importants dans la differenciation prostatique et la 
regulation de la croissance des cellules cancereuses (PARALKAR et al., 1998, 
WIKSTROM et al, 2001). Dans cette etude, les cellules traitees avec le dec-RVKR-
cmk n'arrivent plus a produire le PDF mature et retrouvent un phenotype similaire aux 
cellules epitheliales basales de la prostate, demontrant 1'importance de l'activite des PCs 
pour la differenciation cellulaire. Cependant, cet inhibiteur n'a pas eu d'effet sur la 
differenciation des lignees cellulaires de cancer de la prostate androgene-independantes 
PC3 et DU145, puisque ces dernieres ne produisent pas le PDF (UCHIDA et al., 2003). 
Done cette etude demontre que, selon le type de cancer de la prostate etudie (androgene-
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dependant versus androgene-independant), la contribution des PCs dans le maintien d'un 
phenotype differencie semble etre differente. 
Dans notre cas, le model e cellulaire choisi etait les cellules DU145, qui 
expriment PACE4 de fa$on endogene. Nous avons analyse les consequences d'une 
diminution de PACE4 sur la proliferation cellulaire. En effet, il a ete demontre que les 
cellules tumorales de prostates androgene-independantes se differencient en cellules 
neuroendocriniennes, dont Taction paracrine de facteurs de croissance secretes pourrait 
contribuer au phenotype plus agressif de ce type de cancer de la prostate, incluant une 
stimulation de la proliferation, de l'invasion, de l'angiogenese et une resistance a 
l'apoptose (HU et al., 2002, HUANG et al, 2007). Sachant que PACE4 est la seule PC 
surexprimee dans les tissus tumoraux de prostates analyses (figure 19), cette cible etait 
indiquee pour notre etude dans les DU145. Ainsi, nous avons demontre qu'une 
diminution des niveaux de PACE4 entrainait une diminution de la proliferation cellulaire 
et de la capacite clonogenique autant in vitro que in vivo (figures 23 et 25). Cette 
diminution de proliferation ne semble pas etre causee par une augmentation de 
l'apoptose, tel que demontre par 1'absence de detection de l'annexine-V dans notre 
lignee avec niveau reduit de PACE4 (figure 24). 
La difference au niveau proliferatif semble etre due a une incapacite des cellules 
qui ont un niveau reduit de PACE4 a produire des facteurs favorisant cette proliferation. 
En effet, le milieu conditionne issu des cellules avec niveaux reduits de PACE4 n'arrive 
pas a stimuler la croissance de cellules DU145, contrairement au milieu conditionne issu 
des cellules de type sauvage. De plus, ce milieu issu des cellules DU145 de type sauvage 
n'arrive pas a stimuler la croissance des cellules deficientes en PACE4 autant que chez 
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des cellules ay ant un niveau de PACE4 eleve (figure 22). Ces resultats soulignent 
1'importance de PACE4 pour deux aspects fondamentaux associes a la proliferation 
cellulaire : (i) son action est importante pour la production de facteurs de croissance 
favorisant la proliferation cellulaire, (ii) mais egalement importante pour l'etablissement 
de voies de signalisation cellulaire permettant la stimulation de la croissance via ces 
facteurs de croissance. 
Le plus grand defi demeure 1'identification des proteines dont la maturation a ete ' 
influencee par la reduction des niveaux de PACE4. Plusieurs candidats sont en tete de 
liste. Jusqu'a maintenant, nous avons analyse par immunobuvardage de type Western les 
metalloproteases de la matrice MT1-MMP, MT2-MMP et la stromelysine-3. La 
maturation de ces trois enzymes associees au remodelage de la matrice extracellulaire ne 
semble pas avoir ete influencee par la reduction de PACE4 dans nos cellules DU145 
(donnees non montrees). Bien sur, ces resultats n'excluent pas l'implication de PACE4 
dans 1'activation de ces metalloproteases de la matrice, puisque PACE4 est toujours 
exprimee dans notre lignee cellulaire exprimant le SOFA-5Rz. Par contre, ils indiquent 
que PACE4 n'est pas la PC majeure impliquee dans ces processus d'activation chez les 
DU145, bien qu'elle soit capable d'effectuer ces clivages lorsque surexprimee dans des 
keratinocytes (BASSI et al., 2005b). Le fait que les milieux conditionnes issus des 
DU145 avec ou sans niveaux reduits de PACE4 agissent differemment sur la 
proliferation cellulaire laisse sous-entendre que la production de proteines impliquees 
dans ce phenomene est affectee par la reduction de cette PC. Ainsi, nous prevoyons 
analyser le contenu de ces milieux conditionnes par differentes approches telles que les 
immunobuvardage de type Western et par spectrometrie de masses. Evidemment, 
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l'analyse d'extractions proteiques issues des differentes lignees cellulaires par les 
memes approches sera egalement realisee. 
II est connu que certains facteurs de croissance, potentiellement actives 
directement ou indirectement par Taction de PACE4, sont produits par les cellules 
DU145. Par exemple, l'enzyme TACE (tumor necrosis factor-alpha converting enzyme), 
un substrat potentiel de PACE4, est fortement exprimee dans les DU145 (KARAN et al., 
2003). Cette metalloprotease membranaire a ete associee au cancer par sa capacite 
d'activer des recepteurs aux facteurs de croissance, particulierement l'EGFR (epidermal 
growth factor receptor) (KENNY 2007). D'ailleurs, il a recemment ete demontre que 
TACE etait a l'origine d'une boucle autocrine procurant des stimuli oncogeniques a des 
cellules de cancer du sein (KENNY et BISSELL 2007). En effet, cette enzyme 
controlerait la production de ligands activant EGFR, soit le TGF-cc et l'amphireguline. 
Done, sachant que les PCs, incluant PACE4, sont capables d'activer la proTACE 
(SROUR et al., 2003), nous prevoyons comparer les niveaux de TACE et de certains 
ligands de l'EGFR produits par lignees cellulaires. 
De plus, d'autre facteurs de croissance ou recepteurs potentiellement clivables 
par les PCs ont ete associes au cancer de la prostate. Par exemple, l'IGFl-R (insulin-like 
growth factor receptor 1), un substrat connu des PCs (SCAMUFFA et al., 2008), est 
exclusivement exprime dans 1'epithelium de cellules cancereuses de prostate (RYAN et 
al., 2007). C'est egalement le cas pour le VEGF (vascular endothelial growth factor) et 
le PDGF (platelet-derived growth factor), dont la presence a ete confirmee dans les 
lignees cellulaires cancereuses de prostate (HARPER et al, 1996, USTACH et KIM 
2005). Ainsi, nous desirons evaluer le role de PACE4 dans la generation de differents 
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facteurs de croissances associes au cancer de la prostate. L'identification de tels facteurs 
nous permettra de mieux comprendre la contribution de PACE4 dans la generation de 
molecules favorisant la proliferation des cellules DU145. Par la suite, il sera interessant 
d'evaluer l'impact de l'activite de PACE4 dans d'autres modeles de cancer, autant de la 
prostate que des autres types de cancers. 
En plus d'identifier certains precurseurs actives par PACE4, nous desirons mieux 
comprendre les consequences cellulaires de sa reduction a differents niveaux. Ainsi, 
nous desirons analyser les niveaux d'expression de cyclines (importantes pour le 
controle du cycle cellulaire) ou du facteur de transcription E2F1 (implique dans le 
controle de la transcription de PACE4 dans les fibrosarcomes hautement invasifs 
HT1080; (YUASA et al., 2007)). De plus, tel que demontre chez d'autres lignees 
cellulaires, PACE4 pourrait etre implique dans la migration et l'invasion des cellules 
DU145. Nous prevoyons done realiser a l'aide de chambre de migration de type Boyden 
avec ou sans matrice extracellulaire ce genre d'etude. Done, ces resultats permettront de 
mieux comprendre les fonctions de PACE4 dans les cellules DU145 a differents niveaux 
autres que la proliferation. 
A long terme, une meilleure comprehension des fonctions specifiques de PACE4 
dans un contexte normal ou pathophysiologique sera importante en vue d'etablir une 
eventuelle therapie ciblee contre cette PC. De plus, 1'etude de telles fonctions pour les 
autres PCs sera egalement pertinente. Plus precisement, il sera important de verifier le 
concept de redondance fonctionnelle de l'activite des PCs dans un contexte normal ou 
pathophysiologique afin de valider l'approche d'inhibition des PCs comme therapie 
contre le cancer. En effet, la redondance fonctionnelle observee chez les cellules saines 
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pourrait devenir un allie dans un contexte therapeutique. Si tel est le cas, 1'utilisation 
d'eventuels inhibiteurs specifiques pourrait avoir un impact beaucoup plus faible chez 
les cellules saines que celui attendu chez les cellules a l'origine de la pathologie, ou la 
surexpression d'une ou plusieurs PCs serait essentielle pour subvenir aux besoins eleves 
d'un ou plusieurs substrats importants au maintien de l'etat pathologique. 
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CONCLUSIONS 
L'hypothese que chaque proproteine convertase a des fonctions specifiques dans 
la cellule a constitue les bases de ce projet. Les travaux de cette these etaient divises en 
trois objectifs. 
Objectif 1: Developpement d'un outil moleculaire ciblant I'ARNm. 
Notre premiere etude a demontre que le ribozyme 5 est une molecule catalytique 
pouvant etre efficace chez des cellules en culture pour inhiber specifiquement PC2. 
Notre seconde etude a quant a elle confirme le potentiel du ribozyme de seconde 
generation, le SOFA-ribozyme delta, comme inhibiteur moleculaire specifique de la 
PACE4. Done, les travaux de cette these confirment que cette approche d'inhibition par 
ciblage de I'ARNm est puissante, specifique, fbnctionnelle dans des lignees cellulaires 
de differentes especes et adaptable pour cibler differentes PCs. 
Objectif 2: Developpement d'une methode d'analyse par spectrometrie de masse 
pour 1'identification de substrats physiologiques des PCs 
La diminution de l'expression d'une PC dans une lignee cellulaire donnee est un 
modele de choix pour etudier les fonctions uniques de cette enzyme dans un contexte 
donne. Notre premiere etude a permis de confirmer la puissance de notre approche 
proteomique comparative en identifiant un site de clivage unique a PC2 sur le precurseur 
secretogranine II. Nous n'avons pas encore trouve de substrats specifiques a PACE4. 
Cependant, les donnees obtenues dans notre seconde etude illustrent que cette enzyme 
est importante pour la production et la signalisation cellulaire de facteurs de croissance. 
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Objectif 3: Evaluation des modifications fonctionnelles des cellules en absence 
d'une PC. 
Les modeles cellulaires crees pour 1'etude des fonctions de PC2 et PACE4 ont 
revele que les consequences cellulaires d'une diminution d'expression sont dependantes 
de la PC choisie. En effet, bien qu'aucun defaut cellulaire n'ait jusqu'a maintenant ete 
identifie chez nos cellules |3TC-3 deficientes en PC2, les cellules DU145 avec une 
expression reduite en PACE4 ont quant a elles affiche une diminution de leur 
proliferation autant in vitro que in vivo, confirmant 1'important role de cette PC dans la 
progression tumorale des cellules cancereuses de prostate. 
Done, les etudes presentees dans cette these confirment PC2 et PACE4 ont des 
fonctions specifiques dans les lignees cellulaires PTC-3 et DU145. Ces fonctions 
uniques peuvent s'afficher au niveau de la nature des substrats produits par leur action 
catalytique, mais egalement au niveau des consequences cellulaires resultant de Taction 
de ces produits matures. De futures etudes avec differents modeles cellulaires dans 
lesquels l'activite de PC2, de PACE4, ou de toute autre PC sera diminuee nous 
permettront de comprendre les fonctions specifiques des PCs dans differents contextes 
cellulaires. Cette caracterisation devrait permettre la validation des PCs comme 
eventuelles cibles therapeutiques. 
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